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SOUHRN

Diplomova prace je zaméfena naidentifikaci signifikantnich metabolitl
v plazmatickych vzorcich ziskanych od pacienttu s karcinomem ledvin porovnavanych
se zdravymi jedinci. Pro tento ucel byl pouzit metabolomicky pfistup s vyuzitim ultra-
ucinné kapalinové chromatografie s tandemovym hmotnostnim spektrometrem. Ziskana
data byla zpracovana, podrobena statistické analyze a interpretovana.

V teoretické Casti je shrnuta stavba, funkce a metabolismus ledvin. Nasledn¢ je
predstaven svétlobunécny renalni karcinom, jeho diagnostika a léc¢ba, v neposledni fadé
také metabolomika a hmotnostni spektrometrie.

Experimentalni ¢ast zahrnuje metodiku, ve které je popsana priprava mobilnich
fazi, extrakce metaboliti ze vzork plazem od pacienta s karcinomem ledvin a kontrol,
cilend metabolomicka analyza a statistické zpracovani dat.

Pacienti renalniho karcinomu byli porovnavani s kontrolami v zavislosti
na pohlavi ajejich metabolické profily se vyznamné liSily. Mezi signifikantnimi
metabolity patfily pfedev§im aminokyseliny, které byly u obou skupin vzorkti vyznamné
snizeny oproti kontrolam. Jednalo se o aminokyseliny asparagin, arginin a methionin,
které byly vyznamné pro pacienty zenského i muzského pohlavi. U muzi byly navic
identifikovany snizené hladiny isoleucinu, alaninu, valinu, tyrosinu a tryptofanu. Vzorky
odebrané pacientkam vykazovaly snizené hladiny histidinu, lysinu a threoninu a také
snizenou hladinu hypoxantinu. Dale byly pozorovany zmény metabolismu
u pseudouridinu a malonylkarnitinu a 2-hydroxybutanoatu u zen. U muza byla navic
zaznamenana zmeéna metabolismu kyseliny sialové a sperminu.

Snizena hladina aminokyselin v séru pacientd naznaCuje existenci renalniho
karcinomu. Nadorové bunky tyto metabolity vyuzivaji pro pribéh biosyntetickych

procesu.



SUMMARY

The diploma thesis is focused on the identification of significant metabolites
in plasma samples obtained from patients with kidney cancer compared with healthy
individuals. For this purpose, was used a metabolomic approach using ultra-performance
liquid chromatography with a tandem mass spectrometer. The obtained data were
processed, subjected to statistical analysis and interpreted.

The theoretical part summarizes the structure, function and metabolism of the
kidneys. Subsequently, kidney cancer, its diagnosis and treatment, and finally
metabolomics and mass spectrometry.

The experimental part includes a methodology that describes the preparation of
mobile phases, extraction of metabolites from plasma samples from patients with kidney
cancer, targeted metabolomic analysis and statistical data processing.

Patients with renal cell carcinoma were compared with controls in a sex-
dependent manner, and their metabolic profiles was significantly differed. Among the
significant metabolites were mainly amino acids, which were significantly reduced in
both groups of samples compared to the controls. Aminoacids significant for both genders
were asparagine, arginine and methionine. Additionally, in men samples were reduced
levels of isoleucine, alanine, valine, tyrosine and tryptophan. Samples taken from female
patients have reduced levels of histidine, lysine and threonine as well as reduced
hypoxanthine levels. On the contrary, increased levels were observed for the
pseudouridine in both groups of samples. Malonylcarnitine and 2-hydroxybutanoate
levels were also elevated in female patients. Male samples have mainly elevated levels of
sialic acid and spermine.

A reduced level of amino acid in the serum of patients suggests the existence

of renal cell carcinoma. Tumor cells use these metabolites for biosynthetic processes.
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1 UVOD

Predlozena diplomova prace je zaméfena na cilenou metabolomickou analyzu
vzorkd plazmy pacientd se svétlobunénym renalnim karcinomem. Cilem této prace
bylo urCeni vyznamnych metabolita a jejich interpretace v ramci biochemickych drah
u pacientll v porovnani se zdravymi jedinci.

Svétlobunéény renalni karcinom (ccRCC) predstavuje nejbéznéjsi podtyp
rakoviny ledvin. Je tvofen bunkami s Cirou cytoplazmou, ktera vznika dusledkem
vysokého obsahu cytoplazmatickych lipidi a glykogenu. Jeho vznik je podminén
sporadickou nebo dédi¢nou mutaci. Mezi nejcastéjsi dédicné mutace patii Von Hippel
Lindau syndrom, ktery vznika v dasledku ztraty funkce VHL supresorového genu
(Grignon ef Che, 2005; Bielecka ef al., 2014). Vyskyt renalniho karcinomu celkové
stale nartsta a v soucasnosti je 7. nejcastéji diagnostikovanym zhoubnym nadorem
u muzi. Prognoza metastatického ccRCC je velmi Spatna, predevsim z divodu,
ze byva nalezena az v pozdnim stadiu onemocnéni. S novéj§im terapiemi se vSak
celkova mira u pacientl zlepSuje (Padala es Kallam., 2022). Popis metabolickych
zmén, vyvolanych karcinomem ledvin muze tedy pomoci pii vyvoji cilené 1éCby
a mimo jiné i zlepsit prognozu pacientu.

Pro analyzu metabolického profilu vzorki plazem byl pouzit cileny
metabolomicky pfistup, ktery byl proveden pomoci ultraiciné kapalinové
chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Ziskana data byla
vyhodnocena metodami jednorozmémé i vicerozmérné statistické analyzy. V ramci
vicerozmérné statistiky byly aplikovany supervizované i nesupervizované metody

s naslednym provedenim biochemické interpretace dat.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Stavba a funkce ledvin

Ledviny jsou parovym organem, ktery spoleCné¢ s mocCovymi cestami tvori
vylu€ovaci soustavu. Maji specificky fazolovity tvar a hmotnost v rozmezi 120-170 g
(Obr. 1). Lezi po stranach bederni patefe v prostoru mezi pobfisnici a zadni bfisni sténou.
Pravéa ledvina je (vzhledem k poloze jater) umisténa nize nez leva. Jsou uloZeny
v tukovém pouzdru, které slouzi jako tepelna izolace a ochrana pred mechanickym
poskozenim. Na medialni strané ledvin se nachéazi ledvinova branka, ktera je mistem
vstupu a vystupu cév i mocovodu.

Parenchym ledvin se déli na ktru a dieri (Wallace, 1998; Holibkova ef Laichman,
2004). Dreri ledvin ma tmavé, CervenoSedé zbarveni a je slozena z 10-18 ledvinnych
pyramid. Baze ledvinnych pyramid sméfuji k povrchu organu a jejich vrcholy vytvareji
ledvinné papily, které usti do kalichd. Spojenim papil vznika ledvinova panvicka
(Holibkova et Laichman, 2004). Kira ledvin ma svétle Cervenou barvu. Je mistem
vyskytu zakladnich funkénich jednotek ledvin nazyvanych nefrony. V jedné lidské
ledving€ se nachazi priblizn€ 1,3 milionu nefrond. Jsou tvofeny glomerularni a tubularni
casti. Glomerularni Cast predstavuje Malpighiho télisko, které se sklada z glomerulu
(klubicko kapilar) a Bowmanova pouzdra. Do glomerulu se zanofuje pfivodna céva
(aferentni arteriola) zaji§t'ujici piivod krve, ktera se dale vétvi v hojné kapilarni vétvicky
sbihajici se do odvodné cévy (eferentni arteriola). Tubularni ¢ast tvoti proximalni stoCeny
tubulus, Henleova klicka a distalni stoCeny tubulus. Distalni tubuly se spojuji ve sbérné
kanalky. Na zakladé umisténi a délce Henleovy klicky se rozlisuji dva typy nefront —
kortikalni a juxtamedularni. Kortikalni nefrony maji glomeruly ulozené ve vné&jsi Casti
kiry ledvin a vytvaii kratké Henleovy klicky. Nefrony druhého typu maji glomeruly
v tésné blizkosti diené ledvin ajsou pro né charakteristické dlouhé Henleovy klicky.
U cloveka prevazuji kortikalni nefrony, zatimco juxtamedularni nefrony predstavuji
pouze 15 % vsech nefronia (Wallace, 1998; Holibkova ef Laichman, 2004, Ganong,
2005).
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Obr. 1: Podélny fez ledviny, jeji stavba a struktura nefronu. Prevzato a upraveno podle
(https://thebiologynotes.com/nephron-structure-functions/).

Ledviny se vyznacuji vysokou vaskularitou. Za minutu jimi proteCe pfiblizné
1,2 litru krve, coz predstavuje 25 % klidového srdecniho vydeje t€la. Mezi primarni
funkce ledvin se fadi regulace rovnovahy télnich tekutin a elektrolytl, zajisténi stabilniho
prostfedi pro metabolismus tkani a bunék, dale vylu€ovani odpadnich latek z téla tvorbou
moci aendokrinni funkce. Procesem glomerularni filtrace vznika ultrafiltrat krevni
plazmy znamy také jako primarni mo¢. Probih4a v endotelu glomerularnich kapilar
a za fyziologickych podminek se vytvori az 180 litrd za den (Wallace, 1998; Holibkova
et Laichman, 2004; Ganong, 2005). Filtrat je dale zpracovavan v proximalnim tubulu,
kde dochazi ke zpétné resorpci dulezitych latek pro organismus (bilkoviny, glukdza,
voda, ionty, aminokyseliny, organické latky). V Henleové klicce nasledné vznika
hypotonicka tekutina obsahujici vysokou koncentraci soli a pouze 20 % filtrované vody
(Wallace, 1998; Ganong, 2005, Gonzalez efal., 2020). Na bunky distalnich tubula
a sbérnych kanalka pasobi predevsim dva hormony — vasopresin (antidiureticky hormon)
a aldosteron. Vasopresin se vaze na V2 receptory atim zvySuje propustnost stény
provodu a zahustuje primarni moc. Aldosteron ovliviiuje vstfebavani sodiku
doprovazené pasivnim vstiebavanim vody. Témito procesy vznikd definitivni moc
obsahujici cizorodé a odpadni latky organismu (mocovina, amonné ionty, kreatinin,
kyselina mocova). Mnozstvi definitivni moci pfedstavuje pouze 1,5 litru ze zminénych
180 litrG primarni moce. 99% primarni moci je tedy vstiebano zpét do krve (Dylevsky,

2013).


http://thebiologynotes.com/nephron-structure-runctions/

Pro ledviny je také velmi dulezita endokrinni Cinnost. Produkuji eikosanoidy
aenzym renin (EC 3.4.23.15), ktery pfispiva kregulaci krevniho tlaku. Déle tvofi
hormon erytropoetin stimulujici tvorbu Cervenych krvinek a kalcitriol, ktery je dulezitym

regulatorem metabolismu vapniku a fosfatu (Gilbert ez al., 2014).

2.2 Metabolismus ledvin

Ledviny se vyznacuji vysokou rychlosti metabolismu (400 kcal na kg tkané€ za den).
Vice nez 80 % kysliku spotfebovaného ledvinami se vyuziva k aktivnimu transportu.
Pratok krve a okysli¢eni tkani se v jednotlivych oblastech ledvin lisi. Hodnota parcialniho
tlaku kysliku (pO2) je nejvyssi v kute ledvin (Legouis et al., 2020; Tian ef Liang, 2021).

V piipadé€ delsiho hladovéni (vice nez 48 hodin) je v ledvinach stimulovan proces
glukoneogeneze. Glukoneogeneze probiha v proximalnim tubulu, kde jsou exprimovany
klicové specifické enzymy (pyruvatkarboxylasa, fosfoenolpyruvatkarboxykinasa,
fruktosa-1,6-bisfosfatasa a glukosa-6-fosfatasa). Glukoza je produkovana z raznych
prekurzort (glycerol, laktat, aminokyseliny — predevsim alanin a glutamin). Proximalni
tubuly reabsorbuji glukozu prostfednictvim aktivnich glukézovych transportért
zavislych na sodiku (SGLT1 a SGLT2) a mohou zasobovat dal§i organy. Proces je
hormonalné regulovan stresovymi hormony (hydrokortizon, epinefrin, noradrenalin,
glukagon). Vzhledem k vysokému vyuziti laktatu jako glukoneogenniho substratu, hraji
ledviny také dulezitou roli v systémovém ostranéfiovani laktatu z organismu (Legouis
et al., 2020).

Ledviny jsou také mistem, kde probiha glutaminasova reakce vyvolana metabolickou
acidozu, ktera muze byt navozena rozvojem karcinomu. Pfi normalni acidobazické
rovnovaze ledviny metabolizuji jen velmi malo glutaminu, metabolickéd aciddza vSak
vede ke zvySené renalni extrakci plazmatického glutaminu. Reakce je katalyzovana
enzymem glutaminsyntetasou (EC 6.3.1.2) (Curthoys ef Watford, 1995).

Mimo jiné v ledvinach a v men$i mife v jatrech probiha syntéza karnitinu ze dvou
esencialnich aminokyselin (lysinu a methioninu). Nejprve dochazi k methylaci lysinu
S-adenosylmethioninem  za vzniku  N-trimethyllysinu  (TML). Déle vznika
hydroxymethyllysin (HTML), ktery je nasledné rozstépen
na trimethylaminobutyraldehyd (TMABA) a glycin. TMABA je postupné oxidovan
na butyrobetain (BB). V konecné fazi je BB hydroxylovan za vzniku L-karnitinu, ktery je

transportovan do ostatnich tkani, pfedevsim srdce a kosternich svalt. Jednotlivé kroky



pfemény jsou katalyzovany enzymy trimethyllysindioxygenasou (EC 1.14.11.8),
serinhydroxymethyltransferasou (EC 2.1.2.1) a dioxygenasou (EC 1.13.11.25) (Cibulka,
2005).

Tvorba kreatininu je dalsi proces probihajici v ledvinach se zakonCenim v jatrech.
Reakce  zafind  transamiaci argininu  na glycin  katalyzovanou  enzymem
glycinamindinotransferasou (EC 2.1.4.1) za uvolnéni ornitinu a vzniku guanidinoacetatu.
Guanidinoacetat je nasledné transportovan dojater, kde je methylovan
S-adenosylmethioninem za vzniku kreatinu. Kreatin prechazi do krve a je vychytavan
a skladovan ve svalové tkani, srdci a mozku. VétSina svalového kreatinu je nasledné
fosforylovana na kreatinfosfat, ktery poté¢ slouzi jako rychly zdroj ATP vlivem
neenzymatické premény na kreatinin, vylu¢ovan moci. Produkce kreatininu zavisi
na mnozstvi svalové hmoty v téle a klesd se zvySujicim se veékem, atedy ubytkem

svalové hmoty (Hosten, 1990).

2.3 Karcinomy ledvin

Karcinomy ledvin predstavuji heterogenni skupinu a celosvétoveé je 15. nejcastéji
diagnostikovanym zhoubnym nadorem. Diagnostika karcinomi ledvin a imrtnost
pacientl spojena s timto onemocnénim celosvétove roste (Harrison et al., 2021).

V ramci diagnostiky onemocnéni jsou dulezitymi kritérii histologicka klasifikace
a patologické stadium nadord. Organizace pro mezinarodni kontrolu rakoviny ,,Union
for international cancer control“ (UICC) proto spole¢né s Americkym vyborem
pro rakovinu ,,American joint committee on cancer” (AJCC) zavedla mezinarodni
jednotnou klasifikaci jednotlivych malignich nadort, lymfatickych uzlin a metastaz
uvadéna pod zkratkou ,,TNM* (The tumor, lymph nodes and metastasis) (Moch et al.,
2000; Ficarraetal., 2005) (Tab. 1). Kategorie ,, T charakterizuje velikost nadoru a rovnéz
udava, zda se nador rozsifuje do jinych tkani. V pfipadé karcinomu ledvin urcujejeho
Sitfeni z ledvin pfes velkou zilu, renalni zilu, dutou zilu, okolniho tuku az do nadledvin.
Kategorie ,,N“ popisuje stav regionalnich miznich uzlin v souvislosti s vyskytem
karcinomu a kategorie ,M“ udava vznik vzdalenych metastaz. DalSim nezbytnym
prognostickych faktorem, ktery dopliiuje TNM klasifikaci je histologicka diferenciace
rakovinnych bunek znama jako kategorie ,,G* (Sobin ez al., 2009). Na zakladé stupné
diferenciace buiiky se pfifazuje stupenl nadoru, pficemz burikam s nejniz§im stupném

diferenciace je pfifazen nejvySsi stupefi nadoru. V ramci TNM klasifikace se pouziva také



kategorie ,,p* popisujici histologicky se zvétSujici velikost nebo rozsah nadoru ¢i miznach

uzlin (Singh et al., 2015).

Tab 1: Prehled jednotlivych kategorii TNM klasifikace u karcinomu ledvin

Primarni nador (T)

Tx Primarni nador nelze hodnotit
TO Bez znamek primarniho nadoru
T1 Nador do 7 cm, omezen na ledvinu
Tla Nédor do 4 cm
T1b Nador 4 — 7 cm
T2 Nador > 7 cm, omezen na ledvinu
T2a Nador 7 - 10 cm
T2b Nador < 10 cm
Nador se sifi do velkych zil nebo perinealnich tkani, ne do stejnostranné
13 nadledviny, ne pres Gerotovu fascii
Makroskopické ¢ifeni do renélni zily nebo postihuje
T3a perirenalni tuk a/nebo tuk renéalniho sinu,
nepiesahuje Gerotovu fascii
T3b Makroskopické §ifeni do duté zily pod branici
Makroskopické Siteni do duté zily nad branici
13¢ /postihuje sténu duté zily
T4 Ptimé Siteni pres Gerotovu fascii do stejnostranné ledviny
Regionalni mizni uzliny (N)
Nx Regionalni mizni uzliny nelze hodnotit
NO Regionalni mizni uzliny bez metastaz
N1 Metastazy v jedné regionalni mizni uzliné
Vzdalené metastazy (M)
Mx Vzdalené metastazy nelze hodnotit
Mo Bez vzdalenych metastaz
M1 Vzdalené metastazy
Histologicka diferenciace rakovinnych bunék (G)
Gx Stuperi diferenciace nelze hodnotit



Gl1 Dobfe diferencovany
G2 Stredné diferencovany

G3-4 Nizce diferencovany/nediferencovany

Nejvyssi mira vyskytu karcinomu ledvin je ve vyspélych zemich. Mezi hlavni faktory
podminujici rozvoj onemocnéni patii zvySujici se vek, koufeni, hypertenze a zejména
obezita (Rossi etal., 2018). Dale se karcinom ledvin mize vyskytovat u pacientd
s chronickym onemocnénim ledvin, ziskanym cystickym onemocnénim ledvin,
hemodialyzou, u pacientii po transplantaci ledvin nebo pacientd s diagnostikovanym
diabetes mellitus. Vznik karcinomu podporuje také Spatny zivotni styl Ci stravovaci
a environmentalni faktory (Hsieh er al., 2017; Liu et al., 2018). Nejcast&ji postihuje
pacienty mezi 60. — 70. rokem zivota s vy§§im vyskytem u muzi (Lindblad, 2004).

2.3.1 Karcinom renalnich bunék

Svétova zdravotnicka organizace (WHO — [ World health organisation) zavedla
klasifikaci urogenitalnich karcinomt do jednotlivych podtypta na zakladé histologické
odlisnosti, klinického prubehu a genetického zakladu. Vice nez 85 % zhoubnych nadora
ledvin predstavuje karcinom renalnich bunék (RCC), ktery miize byt rovnéz oznacovan
jako adenokarcinom ledvin ¢i konvencni (Grawitz) tumor. Mezi zbyvajicich 15 % nadort
se tadi karcinomy metanefrické, nefroblastické a mezenchymalni. RCC ovliviiuje
parenchym proximalnich tubuli nefront, zatimco ostatni typy karcinomt postihuji dien
ledvin nebo ledvinovou panvicku (Sobczuk ez al., 2020).

RCC predstavuje priblizné€ 4 % vsech malignich nadort a je tfeti nejcastéjsi piicinou
umrti pacienta na urologicky tumor (Alzubaidi ef al., 2022). Histologicky se déli do tfi
hlavnich podtypt — svétlobunécny, papilarni a chromofobni RCC (Shingarev e Jaimes,
2017).

Nejcasteji se vyskytujicim podtypem RCC je svétlobunécny renalni karcinom
(ccRCC), ktery vznika z epitelidlnich bunék proximalniho tubulu nefronu. Tvoii 75 %
vsech zhoubnych nadorti ledvin avykazuje intratumoralni heterogenitu (Udager
et Mehra, 2016; Nilsson ef al., 2020; Lai et al., 2019). Makroskopicky je ccRCC dobfie
ohrani¢en. Mikroskopicky je tvofen builkami s cirou cytoplazmou (Obr. 2).
Mezi burikami je typickd vaskularni sit. Se zvySujicim stupném malignity mohou mit

buriky granularni eozinofilni charaker (Podhola, 2009).
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Obr. 2: Mikroskopické snimky ¢cRCC jednotlivych stadii rakoviny podle TNM klasifikace.
c¢cRCC stadium 1 (A), ccRCC stadium 2 (B), ccRCC stadium 3 (C), ccRCC stadium 4 (D).
Prevzato a upraveno z (https://www.pathologyoutlines.com/topic/kidneytumormalignantrccclear
html).

Rozvoj ccRCC je podminén genetickymi aberacemi, které ve vétSiné pripadd
inaktivuji gen Von Hippel-Lindau (VHL gen) atim zpusobuji rozvoj tumorigeneze.
Geneticka aberace muZze rovnéz narusit funkci epigenetickych regulatori nebo savci
signaliza¢ni dradhu rapamycinu (mTOR) (Shingarev efJaimes, 2017). mTOR je
serin/threoninproteinkinasa (EC 2.7.11.1), ktera nukleuje 2 rizné komplexy mTORC1
amTORC2. mTORCI1 je proteinovy komplex, ktery funguje jako specificky regulator
syntézy proteini. V pripadé upregulace mTORC1 dochazi také k upregulaci exprese
podjednotky HIF-la.. Za podminek nizké tenze kysliku (hypoxie) se VHL protein
inaktivuje, coz vede ke konstitutivni aktivaci HIF drahy (Bielecka ez al., 2014). Geneticka
aberace gend drahy mTOR zahrnuje geny P7EN, AKT1, PIK3CA a mTOR (Shingarev
et Jaimes, 2017). Epigenetické regulatory jsou spjaty s geny pro remodelaci chromatinu.
V piipadé jejich naruseni dochazi k negativnimu ovlivnéni geni PBRM I (Polybromo 1),
BAP1 (BRCA-associated protein 1) nebo SE7D2 (SET domain containing 2) (Shingarev
et Jaimes, 2017) Vznikem jedné z uvedenych genetickych inaktivaci nasledné dochazi
k rozvoji rezistence vuci apoptose a vzniku nadorového bujeni (Lai et al., 2019).

Druhym podtypem onemocnéni je papilarni renalni karcinom (pRCC).
Predstavuje piiblizn€ 15 % ptipadd karcinomu ledvin a je nejcastéji diagnostikovanym
histologickym podtypem RCC u mladistvych (Xia e al., 2021). Makroskopicky byva
karcinom dobfe ohraniCeny, Sedy az nazloutly (Podhola, 2009). Histologicky se dale déli

na dva typy — I a Il. Typ I se vyznacuje papilami a tubularnimi strukturami lemovanymi
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malymi buiikami s basofilni cytoplazmou a malymi ovalnymi jadry s nevyraznymi
jadérky. Mikroskopicky je druhy typ II vyrazné odliSny (Obr. 3). Je vice heterogenni
a papily jsou lemovany velkymi buiikami s bohatou eozinofilni cytoplazmou. Jadra jsou
velka, kulata a s vyraznymi jadérky. Pribéh onemocnéni je u nékterych pacientli mirny,
u jinych se naopak vyskytuji solitarni 1éze (lokalizované) s agresivnim klinickym
prubéhem. Rozvoj pRCC typu I je podminén somatickou, a vzacné i dédi¢nou mutaci
genu MET. pRCC typull zpasobuje dédicna mutace genu FH koduyjiciho
fumarathydratasu (EC 4.2.1.2). U sporadickych pRCC dochazi k mutacim gent CUL3
a NFE2L2 regulujici drahu NRF2/ARE (Trebani ez al., 2016; Connor Wells et al., 2017).

Obr. 3: Mikroskopicky snimek pRCC typu I (A) a typu II (B). Prevzato
z (https://www .pathologyoutlines.com/topic/kidneytumormalignantrccpap.html).

Nejmeéné se vyskytujicim podtypem je chromofobni renalni karcinom (chRCC)
(Unverzagt et al., 2017; Mitchell ef al., 2018). Postihuje buriky distalnich tubull nefrona
a oproti predeslym typim RCC vykazuje nejlepsi prognozu. Mohou se vsak objevit
1 agresivni varianty onemocnéni spojené se vznikem metastaz rezistentnich na lécbu.
Makroskopicky byva velmi dobie ohranieny, svétle hnédy. Mikroskopicky vykazuje
charakteristické znaky, kterymi se odliSuje od ostatnich typt RCC (Obr. 4). Buiiky maji
svétlou retikularni cytoplazmu se zietelnymi bunéénymi hranicemi nebo eozinofilni
granularni charakter cytoplazmy. Jadra bunék jsou hyperchromni s nepravidelnou
membranou a cytoplazma obsahuje velké mnozstvi kyselych mucini umoziujici dobrou
barvitelnost koloidnim zelezem (Podhola, 2009; Macek et al., 2000; Shinmura et al.,
2015). Vznik chRCC podmiriuji dédi¢né nebo sporadické mutace jednotlivych gent.
Rozvoj dédi¢ného chRCC je zptasoben mutaci genu FLCN. Sporadicky chRCC vznika
mutaci gentt 7P53. Dale maze byt chRCC vyvolan sporadickou nebo dédicnou mutaci
genu PTEN. Vzhledem k nizkému vyskytu tohoto typu karcinomu je oproti ostatnim RCC

nadorim méné prostudovan (Yang et al., 2017).
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Obr. 4: Mikroskopicky snimek chRCC. Prevzato
z (https://www .pathologyoutlines.com/topic/kidneytumormalignantrccchromo.html)

2.3.1.1Hereditarni karcinomy renalnich bunék

RCC vznika zejména sporadicky, pouze 3 — 5 % piipada predstavuji hereditarni
(d&di¢né) karcinomy (hRCC) vzniklé genetickou mutaci. Rada hRCC zplsobuje
multisystémové poruchy vyzadujici komplexni 1é¢bu. Je proto dulezité jejich odliseni
od sporadickych karcinomu (Hsieh ez al., 2017, Shingarev ef Jaimes, 2017, Lattouf ez al.,
2016).

Jedinci srodinnou anamnézou rakoviny ledvin maji dvojnasobné vySsi
pravdépodobnost rozvoje renalniho onemocnéni. U téchto pacientd byly prokazany
mutace gentl BAP1, FLCN, FH, MET, PTEN, SDHB, SDHC, SDHD, TSC1, TSC2 a VHL
(Hsieh et al., 2017). Nicmén¢, mutace genu predisponujicich ke vzniku RCC vsak mohou
vznikat 1 de novo (Mabher, 2018).

Vétsina hRCC vznika vlivem patogenni mutace genu VHL rozvijejici von Hippel-
Lindau syndrom. Mezi dal$i syndromy zptisobené genetickou mutaci se fadi hereditarni
leilomyomatosa, syndorm Birt-Hogg-Dubé, hereditarni pRCC a komplex tuberdzni
skler6zy. VSechny zminéné syndromy vykazuji autozomalné dominantni typ dédicnosti

(Christensen et al., 2019).

Von Hippel-Lindau syndrom

K nejcastéji mutovanym genum, které zpusobuji rozvoj ccRCC patii nadorovy
supresorovy gen VHL. Je lokalizovan na kratkém raménku 3. chromozomu v oblasti 3p25
a byl identifikovan v roce 1993 (Latif et al., 1993). VHL gen potlacuje vyvoj nadoru
ajeho naruSeni podporuje nadorové bujeni a vznik von Hippel-Lindau syndromu
(VHL syndrom). VHL syndrom je multiorganova porucha, ktera kromé ccRCC vyvolava
také hemangioblastomy sitnice a centralniho nervového systému, feochromocytomy,

karcinomy endolymfatického vaku, pankreatickych cyst, pankreatické endokrinni
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karcinomy, cystadenomy nadvarlat, cysty na vajecnicich ¢i onemocnéni slinivky bfisni
(Chesnel et al., 2015; Zhang et al., 2015; Gonzalez-Rodriguez et al., 2019).

VHL gen kéduje VHL protein (pVHL), ktery je spolecné s dalS§imi proteiny
(elongin B a C, cullin-2 a Rbx1) kli¢ovou komponentou komplexu E3 ubikvitin ligazy,
pottebné pro ubikvitin-proteazomovy systém (Obr. 5). pVHL cili na transkripéni hypoxii
indukované faktory (HIF). HIF se sklada ze dvou a podjednotek (HIF-1a a HIF-2a), které
tvoti heterodimer s podjednotkou B (HIF-B). Hlavni funkci VHL genu je sledovani
snimani hodnoty kysliku bunék regulaci o podjednotek HIF. Béhem normoxie
je podjednotka HIF-la ubikvitinovana a degradovana v proteazomu. HIF-f se
konstitutivné exprimuje nezavisle na stavu kysliku ve tkani (Shively ez al., 2011; Chesnel
et al., 2015; Shi et al., 2020). Bialelickou mutaci VHL genu se navozuje hypoxicky stav
tkané s naslednou ztratou funkce proteinového komplexu E3 ubikvitin ligdzy (Gonzélez-
Rodriguez et al., 2019). HIF-1la se akumuluji a translokaci dojadra vyvoléavaji
nadmérnou expresi genl kliCovych probunéCnou proliferaci a migraci a také
pro angiogenezi (proces novotvorby krevnich kapilar) souvisejici s rozvojem nadoru.
Jedna se o vaskularni endotelialni ristovy faktor A (VEGFA), destickovy ristovy faktor
(PDGF), prolylhydroxylazu (PHD), transformujici rustovy faktor (TGF), erytropoetin,
glukozovy transportér 1 (GLUR-1) a karboanhydrazu IX (CAIX) (Patard ef al., 2009;
Shively et al., 2011; Diaz de Leon et al., 2019; Shi et al., 2020).

VHL syndrom ma vice nez 90 % penetranci (moznost projevu) ve véku 65 let,

ale priznaky se v nékterych ptipadech mohou projevit uz béhem détstvi (Liu ez al., 2019).
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Obr.5.: Schéma funkce VHL genu za normalnich a hypoxickych podminek. Pfevzato a upraveno
dle (Morais et al., 2013).

Hereditarni papilarni renalni karcinom

Hereditarni papilarni renalni karcinom (HPRC) je vzacné onemocnéni, které
zpusobuje rozvoj pRCC typu I. Kjeho vzniku dochazi nasledkem mutace MET
protoonkogenu lokalizovaného na chromozomu 7q31. MET koduje receptorovou
tyrosinkinasu (EC 2.7.10.1) nazyvanou c-met, ktera je exprimovana v epitelialnich
bunkach. Ligandem pro c-met receptor je rustovy faktor hepatocyti (HGF). Mutace MET
inaktivuje tyrosinkinazovou doménu HGF a tim vyvolava stimulaci bunéného déleni,
zvySené bunécné motility a angiogenezi podporujici proces karcinogeneze (Lubensky

et al., 1999; Schmidt ef al., 1999; Mikhaylenko et al., 2020).

Dédicna leiomyomatosa a karcinom renalnich bunék

Syndrom dédi¢né leiomyomatosy a karcinomu renalnich bunék (HLRCC) je
asociovan se zarodecnou mutaci genu kodujici fumarathydratasu (FH, EC 4.2.1.2), ktera

je klicovym enzymem Krebsova cyklu. FH gen je lokalizovan na chromozomu 1 v oblasti
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1q43. Pro onemocnéni je charakteristicky vyskyt koznich leiomyomut, mnohocetnych
leiomyomul délohy a rozvoj agresivni formy pRCC typu II (Udager ef al., 2014; Choi
etal., 2019).

Birt — Hogg — Dubé syndrom

Birt-Hogg-Dubé syndrom (BHD syndrom) je vzacné onemocnéni (Schmidt ez al.,
2005; Lee et al., 2019). Syndrom je zpusoben mutaci genu FLCN lokalizovaného
na kratkém raménku 17. chromozomu v oblasti 17p11.2. FLCN je tumor supresorovy gen
kodujici protein folikulin, ktery je prednostné exprimovan v ledvinach, kizi a plicich

a slouzi k regulaci rastu a déleni buné€k (Kumasaka et al., 2014; Lee et al., 2019).

Komplex tuberdzni sklerozy

Vznik komplexu tuberozni sklerézy (TSC komplex) je zpisoben genetickymi
mutacemi v jednom ze dvou tumor supresorovych genta - 75C/ nebo 7SC2 (Kingswood
etal., 2017). Gen 7SC1 kéduje protein hamartin a je lokalizovan na chromozomu 9q34.
7SC2 gen je ulozen na chromozomu 16q13 a koéduje protein tuberin (Ebrahimi-Fakhari
et al., 2018). Hamartin a tuberin spolu asociuji a vytvaii funkéni heterodimer. Vznikly
komplex vykazuje inhibi¢ni ucinek na signalni drahu mTOR, ktera je klicovym
intracelularnim regulatorem bunécného rastu a proliferace. Mutace jednoho z gentt 7SC/
nebo 75C2 vedou k rozvoji tumorigeneze a rozvoji ccRCC (Chu-Shore ef al., 2010;
Kingswood et al., 2017).

2.3.2 Diagnostika

RCC karcinomy mohou zplsobovat bolesti bficha a hematurii. Ve vét§iné piipadu
jsou vSak zpocatku asymptomatické a priznaky se zaCinaji objevovat az v pokrocilém
stadiu onemocnéni (Kim ez al., 2011; Vasudev et al., 2020). Vice nez 50 % pripadi je
proto ndhodné objeveno béhem Iécby nesouvisejici s karcinomem ledvin nebo béhem
vySetfeni s podezienim na jiny typ onemocnéni (Kim ef al., 2011; Johnson et al., 2015).
U tietiny pacientd je kvuali pozdni detekci jiz diagnostikovan metastaticky typ RCC
se Spatnou prognozou. Zpusoby diagnostiky, které umoziuji detekci onemocnéni

v raném stadiu, jsou proto velmi dilezité (Kim ez al., 2011).
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Renalni 1éze jsou obvykle sférické s hladkym povrchem. Jejich tvar se vSak muze liSit
v zavislosti na oblasti vyskytu (uvnit ¢i na povrchu ledvin), na pevnosti a vaskularité
nadoru ¢i vlivem vlastnosti okolni tkané (Linguraru et al., 2011).

Pro diagnostiku RCC se vyuzivaji radiologické metody, ke kterym se fadi kontrastni
pocitaCova tomografie (CT), ultrazvuk, magneticka rezonance a pozitronova emisni
tomografie. Uvedené metody vSak nejsou dostateéné presné a neumoziuji spolehlivou
diagnostiku. Finalni diagndza RCC se proto urCuje na zakladé vysledkt biopsie nebo
histologie, které jsou vSak invazivni a ¢asoveé naro¢né (Linguraru et al., 2011; Zheng et

al.,2016; Liu et al., 2019).

2.3.3 Lécba

Vzhledem k heterogenité nadoru jsou pacienti s diagnostikovanym RCC rezistentni
ke standardni 1é¢bé pomoci radioterapie a chemoterapie. Z tohoto divodu nejsou tyto
1éCebné pristupy doporuc¢ovany (Benes, 2010).

Pro lokalizovany karcinom je zakladnim Iékafskym postupem jeho chirurgické
odstranéni. Dle rozsahu nalezu se provadi nefrektomie parcialni (odstranéni postizené
Casti ledviny) nebo radikalni (ostranéni celé postizené ledviny). Dal§im zpusobem
odstranéni maligni tkané je ablace, pti které dochazi k destrukci tkané teplem ¢i chladem.
Po provedené chirurgické resekci vsak dochazi pfiblizné u 40 % pacienti k relapsu
onemocnéni €1 vzniku metastaz (nejCastéji v plicich, kostech, mozku, lymfatickych
uzlinach nebo jatrech). Proto je nezbytné pfistupovat k systémové 1écbe (Hsieh ez al.,
2017; Qin et al., 2020).

Nejvice vyuzivanymi pfistupy 1é¢by pacientii s RCC je cilena terapie a imunoterapie

(Benes, 2010).

2.3.3.1 Cilené terapie (cilena 1écba)

Mira pieziti se u pacient s RCC zvySuje predevs§im diky zdokonalovani technik
vCasné detekce a cilené terapie. V soucCasné dobé je mozna pétiletd doba preziti
predpokladana u 75 % pacienti bez metastaz a pouze 12 % pacientd se vzdalenymi
metastazemi. Cilena terapie blokuje rust, proliferaci a preziti nadorovych bunék pomoci
inhibice signalnich molekul, které navozuji proces karcinogeneze (Alsaab et al., 2018;

Lai et al., 2019; Qin et al., 2020).
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Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (,Food and Drug Administration — FDA)
je prolécbu RCC klinicky schvaleno vyuzivani nékolika inhibitord receptorovych
tyrosinkinas (TKI, EC 2.7.1.112) adrahy mTOR. Léky inhibujici TKI blokuji
hypoxickou drahu VEGF, ktery hraje zasadni roli v angiogenezi. Do této skupiny 1éka se
radi sorafenib, sunitinib, pazopanib, axitinib, cabozantinib a lenvatinib. Déle se k 1écbé
vyuziva monoklonalni protilatka bevacizumab, ktera se vaze na VEGF diive, nez dojde
k jeho interakci s receptorem. Schvalené léky inhibujici drahu mTOR jsou znamy
pod nazvy everolismus a temsirolismus a vyuzivaji se k 1é¢bé pacientti s TSC komplexem
(MacKeigan ef Krueger, 2015; Diaz de Leon et al., 2019). Lék schvalen k 1é¢be pacientd
s mutacemi genu VHL drahy se nazyva belzutifan (Jonasch, 2021).

Cilena 1écba je omezena vyvojem rezistence organismu na podavana léciva
a uplna odpovéd na tuto terapii je pouze vzacna. Proto jsou vyuzivany dalsi zptusoby

1écby, predevsim imunoterapie (Khetani ez al., 2020).

2.3.3.2 Imunoterapie

RCC predstavuje imunogenni nador. Ma vysokou intratumoralni infiltraci
(prostoupeni tkan€ nddorovymi buiikami) imunitnich bunék a rychlost spontanni remise
(Unverzagt et al., 2017). Chronické zanétlivé reakce hraji zdsadni roli ve vyskytu a vyvoji
karcinomt. Na interakcich mezi zanétem a RCC se podili fada zanétlivych faktora
a bunék zapojenych do imunitni odpovédi organismu (cytokiny, chemokiny a dal§i malé
zanétlivé proteiny) (Shi et al., 2020).

Chemokiny jsou chemické cytokiny s nizkou molekulovou hmotnosti, které jsou
vylucovany nddorovymi, imunitnimi a stromalnimi butikami v mikroprostredi nadoru.
Moduluji transport imunitnich bunék a rast lymfoidné tkané, cimz regulyji
protinadorovou imunologickou odpovéd’. Chemokiny CXC (cysteinové zbytky odde€luje
1 aminokyselina) jsou zkoumany jako potencialni terapeutické cile a prognostické
biomarkery pro mnoho typti nadort, véetné RCC (Zeng et al., 2020).

Nejnovéjsi moznosti 1éCby metastatickych RCC pomoci imunoterapie jsou 1éky ze
skupiny inhibitorit imunitniho kontrolniho bodu (ICI). Cili na specifické drahy
souvisejici s imunitni odpovédi, ktera je procesem tumorigeneze naruSena. Cilenou
inhibici danych drah se reaktivuje specificka imunitni odpoveéd’ proti ndadorovym burikam
(Lopez-Beltran et al., 2018). Mezi drahy, na které ICI cili, patii receptor programované

smrti 1 (PD-1), ligand receptoru programované smrti 1 (PD-L1) a cytotoxicky antigen 4
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asociovany s T-lymfocyty (CTLA-4). PD-1 aPDL-1 jsou transmembranové
glykoproteiny exprimované na aktivovanych T-lymfocytech. Vazba PDL-1 na PD-1
stimuluje apoptozu T-lymfocytl a chrani nadorové burky pred imunitni odpovédi
organismu. Jejich inhibici se naopak zvySuje aktivita T-lymfocyti, které jsou opét
schopny degradovat rakovinné buiiky. Inhibice CTLA-4 rovnéz umoziuje aktivaci
a proliferaci efektorovych T-lymfocytt (Khetani ez al., 2020).

FDA schvalila dva inhibitory PD-1 (nivolumab a pembrolizumab) a jeden inhibitor
CTLA-4 (ipilimumab) jako latky acinné pro 1écbu RCC. Mezi vyvijené inhibitory PD-L1
se fadi atezolizumab a durvalumab. Za posledni dobu byl ve vyzkumu také dalsi inhibitor

CTLA-4, znamy jako tremelimumab (Khetani ez al., 2020).

2.4 Metabolomika

Metabolomika se spole¢né s genomikou, transkriptomikou a proteomikou fadi mezi
tzv. ,,omické“ védy (Obr. 6). Cilem genomiky je komplexni analyza genomu za ucelem
pochopeni funkce jednotlivych gent. Transkriptomika se zabyva analyzou genové
exprese a proteomika komplexni proteinovou analyzou. Metabolomika je poslednim
a nejnovejsim kvalitativnim a kvantitativnim piistupem této ,,omické* kaskady. Zahrnuje
studium metabolickych procest za uCelem analyzy piislusnych metabolitd v riznych
organismech, tkanich, bunkach, télnich tekutinach a dalSich materiald za danych

tfyziologickych podminek v urcity moment (Villas-Boas et al., 2007; Do et al., 2014).
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Obr. 6: Obecny prichled ,,omickych® véd. Pievzato a upraveno podle (Yu et al., 2017).

Metabolity jsou definovany jako riznoroda skupina nizkomolekularnich latek (lipidy,
mastné kyseliny, acylkarnititny, aminy, aminokyseliny, peptidy, nukleotidy, nukleosidy
a baze, organické kyseliny, vitaminy, thioly, sacharidy, apod.), které predstavuji
jednotlivé substraty, meziprodukty ¢i produkty metabolickych drah (Zhang et al., 2012;
Johnson et al., 2016). Soubor vSech metaboliti pritomnych v butice v danou chvili, které
se ucCastni metabolickych reakci nezbytnych pro udrzeni, rist a normalni funkci buniky
se nazyva metabolom (Dunn et Ellis, 2005). Metabolom je dle puvodu metaboliti
klasifikovan do dvou skupin — endometabolom a exometabolom. Endometabolom
charakterizuje kompletni sadu intracelularnich metabolit, zatimco exometabolom je
souborem extracelulamich metaboliti vyluCovanych do ristového média nebo
extracelularniho prostfedi. Metabolity funguji jako ,,biomarkery* reprezentujici fenotyp
v reakci na genetické nebo environmentalni zmeény. Jeden metabolit ale mize byt soucasti
mnoha metabolickych drah a hladiny jednotlivych metaboliti zavisi na fyziologickém,
vyvojovém a patologickém stavu daného biologického systému (Villas-Boas ez al., 2007,
Zhang et al., 2012).

Metabolomické studie jsou velmi citlivé pfistupy nezbytné pro diagnostiku
onemocnéni, studium ucinkd toxickych latek na fenotyp a také slozi ke zkoumani

odpovédi organismu na podavana léCiva. Hraji dulezitou roli ve farmaceutickém
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prumyslu pfi preklinickém a klinickém vyvoji 1é¢iv (Peng et al., 2015). Metabolomicka
analyza muze byt vyuzivana samostatné nebo v ramci systémové biologie (Do ef al.,

2014).

2.4.1 Metabolomicka analyza

Pro charakterizaci metaboliti v télnich tekutinach, tkanich a burikach nejcastéji
slouzi detekcni techniky, mezi které se fadi nuklearni magneticka rezonance (NMR)
a techniky zalozené na hmotnostni spektrometrii (MS) (L1 et al., 2014).

NMR umoziiuje praci s mensim objemem vzorku bez predchozi separace
a poskytuje insitu zpusob monitorovani urCitych tiid metabolitd s vysokou
reprodukovatelnosti. Slouzi k rychlé, nedestruktivni a automatizované analyze extrakta
a kvantitativni detekci mnoha riznych skupin metabolitd. Hlavni nevyhodou NMR je
nizka citlivost a omezeny dynamicky rozsah. Vzhledem k tomu je mozné pozorovat
pouze nejhojnéji zastoupené skupiny metabolitd (Lin et al., 2011; Weiss et Kim, 2011;
Peng et al., 2015).

MS slouzi pro analyzu Siroké Skaly metaboliti s vysokou reprodukovatelnosti
a citlivosti. Za ucelem lepsiho pokryti skaly metabolith a rozsifeni rozsahu identifikace
se pfi metabolomické analyze kombinuje MS se separa¢nimi technikami (Shulaev, 2006;
Alvarez-Sanchez et al, 2010). Nejéastdji se vyuziva spojeni MS s plynovou
chromatografii (GC-MS), kapalinovou chromatografii (LC-MS) nebo kapilarni
elektroforézou (CE-MS). GC-MS poskytuje vysoké rozliSeni, reprodukovatelnost
separace a je vhodna pro analyzu tékavych sloucenin. LC-MS naopak slouzi pro analyzu
tepelné labilnich sloucenin a detekuje Sirokou Skalu molekul (od polarnich cukri,
nearomatickych organickych kyselin az po lipidy). CE-MS se vyuziva k profilovani
polarnich a nabitych sloucenin pfitomnych v biologickych vzorcich (Peng et al., 2015).

Pro metabolomickou analyzu je vyuzivan riznorody biologicky material. Krevni
sérum se zda pro screening metabolit jako nejvhodnéjsi. Za normalnich fyziologickych
podminek vykazuje nizkou variabilitu a obsahuje komplexni smés metabolitt, které
odrazi globalni zmény z celosystémového katabolismu a anabolismu (Lin ef al., 2011).

Metabolomicky vyzkum vyuziva tfi hlavni pfistupy — cilenou analyzu metabolits,
profilovani metaboliti (necilena analyza) a metabolicky , fingerprinting™ a

footprinting” (semikvantitativni analyza) (Shulaev, 2006; Alvarez-Sanchez et al.,

2010).

18



2.4.1.1 Cilena metabolomicka analyza

Cilena metabolomicka analyza je diky vysoké citlivosti a Sirokému dynamickému
rozsahu nejvice vyuzivanym pfistupem (Kato er al, 2012). Zahrnuje identifikaci
a kvantitativni analyzu vybraného poctu chemicky charakterizovanych a biochemicky
anotovanych metaboliti, které souvisi se specifickou metabolickou drahou nebo tfidou
slouCenin. Studium pfedem definovanych metabolitd osvétluje nové asociace mezi
konkrétnimi metabolity. Identifikaci a kvantifikaci metaboliti usnadiuje pouziti
izotopové znaCenych standardu (Dettmer ef al., 2006; Shulaev, 2006; Roberts, 2012;
Ribbenstedt ez al., 2018).

Analyza vyzaduje kroky selektivni pfipravy vzorku optimalizované pro fyzikalné-
chemické vlastnosti sledovanych sloucenin (Almontashiri ez al., 2020). Pro analyzu jsou
vyuzivany platformy jako GC, vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), ultra
ucinna kapalinova chromatografie (UHPLC) nebo CE ve spojeni s MS ¢i NMR
spektroskopii. Vzhledem ke slozitosti metabolomu neumoziuje jedind analyticka
platforma detekovat vSechny metabolity pfitomné v biologickém vzorku. Pro citlivou
a spolehlivou detekci velkého poctu metabolitd se proto vyuzivaji integrované platformy
kombinujici vice analytickych pfistupt (Zhang, 2012).

Pristup cilené metabolomiky neni vhodny pro identifikaci novych metabolickych
biomarkerti nebo k prizkumu globalnich metabolickych zmén. Hlavni nevyhodou je

omezené pokryti metabolomu (Shulaev, 2006).

2.4.1.2 Metabolomické profilovani

Metabolické profilovani neboli necilena metabolomickd analyza umoziiuje
komplexni a kvalitativni analyzu vsech méfitelnych metabolitl ve vzorku, které nejsou
dopredu znamé. Ma tedy vysoké uplatnéni pii objevu novych biomarkera (Roberts e al.,
2012; Almontashiri efal, 2020). Analyza pokryva nékolik stovek metabolitt
a v biomedicin€ se bézné pouziva pro diagnostiku zdravotniho stavu pacientd. Necilené
metabolomické studie umoznuji rozsifeni spektra metabolitl asociovanych s danym
onemocnénim a poskytuji dalsi diagnostické informace dopliujici ziskana data z cilené
metabolomické analyzy (Shulaev, 2006; Alvarez-Sanchez et al., 2010; Miller et al.,
2015).
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2.4.1.3 Metabolicky ,,fingerprinting* a ,,footprinting*

Metabolicky , fingerprinting™ a ,footprinting™ se fadi mezi semikvantitativni
analyzy, které jsou vyuzivany piedevSim v klinické diagnostice, screeningu léka
a toxikologickych studiich (Dettmer ef al., 2006; Alvarez-Sanchez et al., 2010). Hlavni
vyhodou této metody je vysoka citlivost na modulace biologickych drah (Ash ef al.,
2019).

Metabolicky ,fingerprinting® umoziiuje rychlou klasifikaci intracelularnich
metaboliti (Japelt ez al., 2015). Pristup neslouzi k identifikaci nebo presné kvantifikaci
vsech metabolit ve vzorku, ale porovnava metabolické vzory - fingerprinty, které se
meéni vlivem vnéjSich podnéti (vyvoj onemocnéni, pusobeni toxini nebo 1éku,
enviromentani ¢i genetické zmény) (Shulaev, 2000).

Krom¢ intracelularnich metabolitt mutze v systémech bunéCnych kultur
poskytnout dilezité informace o fenotypu a fyziologickém stavu bunék také analyza
extracelularnich metabolitd (footprinty). Takovy pfistup je pak oznaCovan jako

metabolomicky ,,footprinting® (Shualev, 2006).

2.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (Mass spektrometry — MS) je vysoce citliva analyticka
technika nezbytna pro chemické, biochemické, farmaceutické ¢i medicinské vyzkumy.
Poskytuje kvalitativni (struktura) a kvantitativni (molekulova hmotnost, pfipadné
koncentrace po pouzivi standardi) informace o studovaném analytu. Zakladnim
principem MS je ionizace nenabitych organickych nebo anorganickych molekul ¢i jejich
fragmentd do plynného stavu, které jsou nasledné oddéleny na zakladé poméru hmotnosti
ku naboji (m/z) a detekovany (Ho ez al., 2003; Gross J. H., 2000). Vysledkem analyzy je
hmotnostni spektrum zaznamenané jako graf zavislosti intenzity na m/z generovanych

iontt analytd (De Hoffmann ez Stroobant, 2008).

2.5.1 Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometr umoziuje analyzu velmi slozitych smési. Tvori jej zpravidla
tfi zakladni Casti — iontovy zdroj, hmotnostni analyzator a detektor. Posledni nezbytnou

Casti je systém pro zpracovani dat, jehoz vysledkem je hmotnostni spektrum (Obr. 7)
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(Villas-Boas et al., 2007; De Hoffmann ez Stroobant, 2008; Banarjee et Mazumdar,
2012).

Zkoumany vzorek je pfivadén do iontového zdroje, kde dochazi k jeho zplynéni
a nasledné tvorb€ nabitych iontd z nenabitych molekul procesem ionizace. K tvorbé
nabitych plynnych iontd se vyuzivaji tvrdé nebo mékké ionizacni techniky
(viz nésledujici kapitola). Vzniklé ionty jsou fokusovany do uzkého svazku, urychlovany
a prevadény do hmotnostniho analyzatoru, kde se pomoci elektrického nebo
magnetického pole na zakladé namétené hodnoty m/z separuji. Hmotnostni analyzator a
detektor pracuji za vysokého vakua, aby nedochazelo ke srazkam iontd s jinymi plynnymi
molekulami, které by zpusobily odchylku trajektorie ionti a ztratu jejich naboje.
K dosazeni vysokého vakua se obvykle wvyuzivaji olejova difuzni cerpadla
nebo turbomolekularni Cerpadla. V jednom hmotnostnim spektrometru muze byt
hmotnostnich analyzatord nékolik, v tomto piipadé se jedna o tandemovou hmotnostni
spektrometrii. Ionty vychazejici z hmotnostniho analyzatoru jsou méfeny detektorem,
ktery je prevadi na elektrické signaly. Pocita¢ nasledné graficky zobrazuje signaly jako

hmotnostni spektrum (Ho et al., 2003; De Hoffmann ez Stroobant, 2008).

Iontovy zdroj » ~Hmotnostni ..o Lior
analyzator
| \J
Vzorek Zpracovani
signald
Hmotnostni
spektrum

Obr. 7: Zjednodusené schéma hmotnostniho spektrometru.

2.5.1.1 Ioniza¢ni techniky

Proces ionizace ovliviiuje predevS§im vnitini energie prenaSend béhem
ionizacniho procesu a fyzikalné-chemické vlastnosti ionizovaného analytu. Nékteré

ionizacni techniky zptsobuji rozsahlou fragmentaci (tvrdé ionizacni techniky), zatimco
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jiné techniky produkuji pouze urcité ionty (mekké ionizacni techniky). Mezi tvrdé
ionizaCni techniky se fadi elektronova ionizace (EI) a chemicka ionizace (CI). Tyto
techniky se vSak v dne$ni dob€ moc nevyuzivaji. Mékké ionizacni techniky zahrnuji
elektrosprejovou ionizaci (ESI) a ionizaci laserem za pfitomnosti matrice (MALDI)
(Villas-Boas et al., 2007). Umoziu;ji pievod témér jakékoliv netékavé a tepelné labilni
slouCeniny a v dnesni dobé jsou uplatiovany nejcastéji (Glish ez Vachet., 2003; Villas-
Boas et al., 2007).

Vzhledem k tomu, ze jsem v ramci diplomové prace vyuzivala techniku ESI, jeji

princip fungovani blize specifikuji v nasledujicim textu.

= Elektrosprejova ionizace

Technika ESI byla poprvé piedstavena v roce 1989 americkym profesorem
Johnem Bennettem Fennem (Fenn ef al., 1989). Za tento dilezity objev mu byla v roce
2002 udélena Nobelova cena (Banerjee et Mazumdar, 2012). Jedna se o mékkou ionizacni
techniku, béhem které nedochazi k fragmentaci makromolekul (Loo, 2000). Pracuje
za atmosférického tlaku a mirné teploty (do80°C) aje jednou =z nejSetrn&jSich
ionizacnich technik. ESI je déle vysoce citliva a umoziiuje analyzu Siroké skaly malych
1 velkych molekul. Nejvice se vyuziva ve spojeni s LC-MS analyzou (Bruins, 1998; Page
et al., 2007).

Béhem procesu ESI (Obr. 8) je studovany analyt vnasen do kapilary s nizkym
prutokem (obvykle 1—10 ul/min), kam je vkladano silné elektrické napéti vzniklé
rozdilem potenciald (2 -5kV) mezi kapilarou a protielektrodou (De Hoffmann
et Stroobant, 2008). Elektrické pole zptisobuje polarizaci rozpoustédla a hromadéni iontd
se stejnym nabojem ve Spicce sprejovaci kapilary. Opacné nabité ionty jsou naopak
oddaleny. Pii dostateCné intenzité elektrického pole se kapalina v menisku deformuje
a vytvori se tzv. Tayloriv kuzel. Z vrcholu Taylorova kuzelu poudi jemny tok roztoku
a pomoci zmlzujiciho plynu dochazi k jeho rozpraSeni za vzniku elektricky nabitych
kapicek (aerosolu). Pisobenim tepla a suchého dusiku dochazi k postupnému odparovani
rozpoustédla atim ke zvySeni hustoty povrchového naboje nabitych kapicek. Silou
elektrického pole v nabité kapicce dojde k prekonani povrchového naboje (vzniku
kritického bodu), kapka je nestabilni a dochazi ke Coulombické explozi atvorbé
plynnych ionti. Uvolnéné nabité ionty analytd jsou poté urychlovany a transportovany
z oblasti atmosférického tlaku do hmotnostniho analyzatoru umisténého ve vysokém

vakuu (Glish ef Vachet., 2003; Ho ez al., 2003; Lemr et Borovcova, 2020).
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Obr. 8: Princip fungovani ioniza¢ni techniky ESI. Pfevzato a upraveno podle (Watanabe, 2019).

Utinnost ionizace je ovlivnéna fadou faktort, jako je pratok kapilarou, slozeni
rozpoustédla a vlastnosti analytu (Bruins, 1998; Page et al., 2007).

Mezi nevyhody ESI patii piedevsim velka spotieba vzorku. V dnesni dobé¢ je
proto vyvinuta spousta modifikaci této techniky, znichz je nejvice vyuzivana
nanoelektrosprejové ionizace (nano-ESI) rozsifujici rozsah aplikaci ESI. Nano-ESI
vyzaduje pouze velmi nizkou koncentraci (nanomol/ml) a maly objem vzorku (107 —
10-8 M) Vyuziva kapilaru z borosilikatového skla, na kterou je kladeno napéti v rozmezi
0,7 — 1,1 kV a tok roztoku analytu je pohanén pouze kapilarnimi silami. Zatimco ESI
generuje pocatecni nabité kapky o praméru 1 — 2 um, nano-ESI produkuje kapicky

o pruméru mensim nez 200 nm (Banerjee e Mazumdar, 2012, Karas ef al., 200).

2.5.1.2 Hmotnostni analyzatory

Princip fungovani analyzator zavisi na interakci nabitych iontd s elektrickym
(statické nebo dynamické) nebo magnetickym polem, piipadné jejich kombinaci
(Friedecky ef Lemr, 2012).

Vykonnost hmotnostniho analyzatoru se hodnoti na zakladé jeho hmotnostniho
rozsahu, rozliSeni, u€innosti, presnosti hmotnostniho méteni, linearniho dynamického
rozsahu, rychlosti méfeni a citlivosti. Pohybujici se nabity iont lze od jiného iontu odlisit
na zakladé rozdilu jejich kinetické energie a rychlosti (Dass, 2007). Hmotnostni rozliseni

se ur¢uje podle schopnosti hmotnostniho spektrometru rozlisit dva ionty s nepatrnym
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rozdilem poméru m/z. Matematicky se jedna o inverzni hodnotu rozliSovaci schopnosti
(RP — ,.resolving power), ktera je definovana jako:

RP=m/Am

Hodnota m ptedstavuje pramérnou hmotnost iontu a Am odpovida Sifce piku iontu
v poloving jeho vysky (FWHM —  full width at half maximum®) (Dass, 2007).

Jina definice rozliSovaci schopnosti se vyuziva pfedev§im u magnetickych

analyzatoru a je zaloZena na piekryvu dvou pikt:

RP =m;/(mz—mj)
Rovnice udava pomér hmotnosti iontu m; a rozdilu hmotnosti iontd m; a m:
s jednotkovym nabojem. Oba piky musi byt stejné vysoké a vykazovat 10 % prekryv
(udoli mezi piky je 10 %) (Dass, 2007).

Byla vyvinuta cela fada analyzatori. Obecné se déli dotii skupin — skenujici
analyzatory (kvadrupolovy analyzator), pruletové analyzatory (TOF — | Time of flight™)
a iontové pasti (Friedecky ef Lemr, 2012). V nasledujicim textu jsou blize pfedstaveny
hmotnostnich analyzatory, kteréjsou soucasti LC-MS vyuzivaného v ramci

experimentalni casti ptilozené diplomové prace.

= Kvadrupolovy analyzator

Kvadrupodlovy analyzator se fadi mezi skenujici analyzatory, které zménami
hodnot stejnosmérného napéti a amplitudy stfidavého napéti postupné propousti v§echny
nabité ionty na detektor. K separaci iontll vyuziva stability trajektorii v oscilujicich
elektrickych polich. Stabilni ionty o urcité hodnoté m/z jsou nasledné propousteny
do detektoru (De Hoffmann ez Stroobant, 2007). Kvadrupolovy analyzator se sklada
ze Ctyf rovnobéznych kovovych ty¢i (elektrody) s kruhovym nebo hyperbolickym
prufezem, které jsou pripojeny ke zdroji stejnosmérmneého a stiidavého napéti. Protilehlé

pary ty¢i maji vzdy stejnou polaritu (Obr.9).
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Obr. 9: Schéma a princip kvadrupdlového analyzatoru. Prevzato a upraveno dle
(www bris.ac.uk/nerclsmsf/techniques/gecms.html)

Aplikaci napéti je ve vnitinim prostoru mezi ty¢emi vytvoreno oscilacni pole,
do kterého vstupuji nabité ionty (De Hoffmann ez Stroobant, 2007). Na zakladé velikosti
stejnosmérného napéti a amplitudy stiidavého napéti prochazi v daném okamziku pouze
ionty surcitou hodnotou m/z, pro které je vznikla oscilace stabilni. Tyto ionty jsou
detekovany detektorem. Ionty s nestabilni trajektorii jsou vychyleny, narazi na ty¢
kvadrupdlu anejsou detekovany. Kvadrupdlovy analyzator je hojné vyuzivan
v tandemové hmotnostni spektrometrii (De Hoffmann ef Stroobant, 2007; Friedecky

et Lemr, 2012; Van Galen et Feiters, 2016).

* Linedrni iontova past

Linearni iontova past (LIT), znadma také pod nazvem 2D kvadrupdlova iontova past,
je novéjsim modelem iontové pasti. Tvori ji dva pary hyperbolickych ty¢i (kvadrupoli),
na jehoz koncich jsou umistény elektrody. Na kvadrupdl je aplikovano vysokofrekvencni
stitidavé napéti a na koncové elektrody je vlozeno nizké stejnosmérné napéti, které
umoziuje zachyt iontl v prostoru pasti a selektivni vypuzeni iontt o uréitém pomeéru m/z.
Uchovani iontl je umoznéno pomoci tzv. vyrovnavaciho plynu (argon, dusik) (Dass,
2007). Tento typ analyzatoru je rovnéz cCasto vyuzivan v tandemové hmotnostni

spektrometrii (De Hoffmann ef Stroobant, 2017).
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2.5.1.3 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Termin tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) oznacuje spektrometrickou
techniku vyuzivajici dva avice analyzatorti, fazené v sérii zasebou. Umoziiuje
specifickou separaci iontd s vybranymi hodnotami m/z a poskytuje strukturni informace
o fragmentech stanovovanych analytd. Méfeni MS/MS lze shrnout tfemi zakladnimi
kroky. Uvodni je, Ze prvni analyzator vybere ze smési iontd urity prekurzorovy iont,
ktery nasledné prechazi do kolizni cely. Zde je fragmentovan za vzniku produktovych
iontl, které prochazeji nasledujicim analyzatorem, kde jsou separovany. Jednotlivé
analyzatory jsou od sebe fyzicky oddé€leny, proto je tato technika nazyvana jako MS/MS
v prostoru. Druhym zptisobem tandemové hmotnostné-spektrometrické techniky je
MS/MS v case. Vtomto piipadé je vyuzivana iontova past, pfiCemz izolace
prekurzorového iontu probiha v riznych casovych tsecich zmeénou vysledného
elektromagnetického pole (Sadilek, 2020).

Tandemova hmotnostni spektrometrie miize kromé spojeni stejnych typt analyzatort
vyuzivat také kombinaci riznych analyzatort, ktera je znama jako hybridni MS/MS.
Jejim cilem je spojeni vyhodnych vlastnosti jednotlivych analyzatord za Gcelem ziskani

lepsich vysledka (De Hoffmann ez Strobant, 2007; Sadilek, 2020).

* Trojity kvadrupolovy analyzaitor

Trojity kvadrupolovy analyzator se sklada zetfi kvadrupold (Q1, g2, Q3)
fazenych za sebou (Obr. 10). Mezi kvadrupoly Q1 a Q3, které predstavuji hmotnostni
analyzatory, je umistén kvadrupol g2 oznacovany jako kolizni cela. Analyzator Q1 vybira
prekurzovy iont, ktery nasledné prechazi do kolizni cely (q2) naplnéné inertnim plynem
(dusik nebo argon). Srazkami molekul plynu s prekurzorovymi ionty se zvySuje vnitini
energie ionti. Tim dochazi kjejich fragmentaci na specifické produktové ionty,
které vstupuji do kvadrupolu (Q3), kde jsou separovany. Nasledné vstupuji postupné
do detektoru (De Hoffmann ef Strobant, 2007).
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Vybér prekurzorového Vybér produktovych

Ionizace jontu Fragmentace jontd Detekce
Iontovy zdroj Kvadrupol Kolizni cela Kvadrupol Detektor

(Q1) (q2) (Q3)

Obr. 10: Schéma usporadani trojittho kvadrupolu. Pfevzato a upraveno podle
(https://www biologie.hu-berlin.de/de/gruppenseiten/ockologie/meth/massspec/mass_sp).

Systém, ktery pracuje v rezimu trojitého kvadrupélu se nazyva scheduled MRM
modd (,scheduled multiple reaction monitoring” — sledovani produktovych iontd
vzniklych fragmentaci vice prekurzorovych molekul). Trojité kvadrupdlové analyzatory
hojné se vyuzivaji u systémia GC-MS/MS a LC-MS/MS (Dass, 2007).

Pro dokonalej§i metabolomickou analyzu byly vyvinuty také hybridni pfistroje.
Jednim znich jsou hmotnostni spektrometry, které kombinuji detekci zalozenou
na trojitém kvadrupodlu s detekci v linearni iontové pasti (QTrap). Tento typ piistroje
umoziuje vyuziti posledni casti kvadrupolu (Q3) jako linearni iontové pasti, ktera slouzi
ke skenovani produktovych iontd a zajistuje vysSi citlivost pii méfeni spektra

v porovnani s kvadrupdlem (Mueller ez al., 2005).

2.5.1.4 Detektor

Ionty po prichodu hmotnostnim analyzatorem dopadaji na detektor, ktery
generuje elektricky proud umérny jejich hodnoté m/z. Signal je nasledné preveden
do digitalniho formatu (De Hoffmann ez Stroobant, 2007).

Iontové detektory lze rozdélit do dvou tiid — detektory s ohniskovym bodem
a detektory s ohniskovou rovinou. Prvni tfida postupné detekuje dopad vSech iontd
bez zavislosti na velikosti m/z (bodové iontové kolektory). Princip jeho fungovani je
zalozen na pfimém meéfeni elektrického proudu a néasledném zesileni proudu pomoci
nasobict. Detektory s ohniskovou rovinou umoziuji detekovat dopad vSech iontd
s riznymi hodnotami m/z v rovin€ soucasné (pole kolektortt). Tyto detektory jsou a¢inné
pro vétSinu aplikaci v hmotnostni spektrometrii (De Hoffmann ez Stroobant, 2007; Dass,

2007, Friedecky ef Lemr; 2012).
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2.5.2 Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem

Pro analyzu a separaci jednotlivych slozek analyti se vyuziva analyticka
technika kapalinové chromatografie (separacni technika) ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem (detekcni technika) znama pod zkratkou LC-MS. Separace pomoci LC
provadéna pred MS odd¢luje jednotlivé slozky vzorku, zvySuje citlivost detekce MS
a slouzi k ziskani leps§i kvality dat (Pitt, 2009; Zhou et al., 2012).

Mobilni fazi LC tvori kapalina, kterd je pohanéna pumpami a prostupuje
stacionarni fazi (kolonou). Slozky zkoumaného vzorku (analyty) unaSené mobilni fazi
prochazi kolonou a na zakladé sily interakce ji opoustéji v rizné dobé (retencni Casy).
Latky, které se stacionarni fazi interaguji slabé jsou eluovany dfive nez latky se silnou
interakci. Pro u€innou separaci slozitych vzorkid se vyuziva technika vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC), ktera pracuje za vysokého tlaku a s vyuzitim velmi
malé Casticové kolony (3 — 10 um) poskytuje vysoké rozliSeni separace. Podle polarity
se rozliSuje nachromatografii nanormalni fazi (stacionarni faze je polarni)
a chromatografii na reverzni fazi (stacionarni faze je nepolarni). Na zaklad¢ slozeni
mobilni faze umoziiuje HPLC dva typy eluce — izokratickou eluci (slozeni mobilni faze
zustava béhem separace konstantni) a gradientovou eluci (poméry mobilni faze A a B
se béhem separace méni). Gradientova eluce poskytuje rychlejsi analyzu, vyssi rozliSeni
a citlivost (Klouda, 2003; Zhou et al., 2012).

Mezi rozpoustédla, kterd tvoii mobilni fazi LC kompatibilni s ESI patfi voda,
acetonitril, methanol, ethanol a chloroform. Mobilni faze LC nesmi obsahovat pufry
s anorganickymi ionty (fosfat, octan sodny), aby se zabranilo tvorbé adukti
a nedochazelo k potlaceni iont. Vyssi obsah organické mobilni faze zlepSuje ionizacni
ucinnost ESI (Pitt, 2009).

K dosazeni spolehlivych a presnych kvantitativnich vysledki se pouziva stabilni
izotopové znaceni za pouziti internich standardd. Interni standardy maji témert identické
chemické vlastnosti jako zkoumané analyty. Izotopové znaceni umoziuje korekci ztrat

pfi pripravé vzorku a eliminaci interferentt (Pitt, 2009).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a chemikalie

3.1.1 Biologicky material

V experimentalni ¢asti této diplomové prace byly vzorky krevni plazmy
odebrany ve spolupraci s Fakultni nemocnici Olomouc a nemocnici v Pardubicich.
Pro cilenou metabolomickou analyzu byly pouzity vzorky pacientd sccRCC
a kontrolnich osob bez piedchozi anamnézy (Tab. 2). Udaje o nadorovém onemocnéni

jednotlivych pacientt jsou shrnuty v Tabulce 3.

Tab. 2: Zakladni udaje o vzorcich zahrnutych do studie.

Pacienti s ccRCC Kontroly
Pohlavi MuZi Zeny Muzi Zeny
Pocet vzorki 66 40 69 32
Priameérny vek 65 71 59 50

Tab. 3: Souhrn informaci o TNM Kklasifikaci pacienti s ccRCC.

Kategorie Muzi Zeny
Gx 2 2
Gl 13 8
G1-2 - 1
G
G2 23 16
G3 22 10
G4 6 3
pTla 34 13
TNM Kklasifikace pT1b 7 5
pT2a 3 7
T
pT2b 1 1
pT3a 20 10
pT3b 1 1
NO 60 38
N
N1 6 2
M MO 60 35
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M1 6 5

3.1.2 Chemikalie

Hydroxid amonny, kyselina octova, voda, acetonitril, methanol (vSechny o Cistoté
LC-MS); interni STD (konkrétni piehled uveden v Tabulce 4). Chemikéalie byly
zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Tab.4: Prehled finalni smési internich standardua pridavané do extrakéniho Cinidla.

Koncentrace .
Finalni smés Cistota
Molekulova Sumarni zasobnich
internich standardu
hmotnost vZorec roztoku
standardu [%]
[mM]
Kyselina adipova 156,22 CeH1004 20 98
Butyrylkarnitin 23431 C11iH21NOy 5 98
Leucin 134,19 CsH13NO, 10 99
Methylsukcinat 138,15 CsHgO4 20 99
Uracil 114,07 C4H4N>0O, 20 99

3.2 Pristrojové vybaveni

Sonikator (Ultrasonic Homogenizer 4710 series, Cole and Palmer), chlazena
centrifuga (Rotina 410, Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Némecko); vortex (V-1
plus, Biosan, Riga, Lotyssko); ultrazvukova lazefi (PS-40A, Jeken, Guangdong, Cina);
pH metr (Cyberscan pH 510, Thermo scientific, Waltham, MA, USA); lyofilizator
(Freezone, Labconco, USA); kapalinovy chromatograf UHPLC ExionLC™ a tandemovy
hmotnostni spektrometr QTRAP® 6500+ (Sciex, Framingham, MA, USA).

3.3 Metody

3.3.1 Priprava mobilnich fazi

Mobilni fazi A tvoril octan amonny o koncentraci 0,02 mol/l apH 9,75.

Nejdiive byl smisenim 1000 ml vody a 1,14 ml koncentrované kyseliny octové pfipraven
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ziedény roztok kyseliny octové. Titraci hydroxidem amonnym byl nasledné vytvoren

octan amonny. Jako mobilni faze B byl pouzit Cisty acetonitril.

3.3.2 Extrakce metabolitu ze vzorki plazem

Vzorky plazmy byly nejprve volné rozmrazeny na ledu. Pro extrakci metabolitu
a vysrazeni plazmatickych protienti bylo pfipraveno extrakcni Cinidlo z methanolu
asmesi internich standardd v pomeéru 8:1. V kadince bylo tedy smichano 32 ml
methanolu a 4 ml smési internich standarda (I-STD). Ke 20 pl kazdého vzorku plazmy
bylo pridano 90 ul extrak¢niho Cinidla. Blank byl vytvoren stejnym zptisobem, ale misto
vzorku bylo k extrakénimu Cinidlu piidano 20 ul vody. Pfipravené roztoky byly pies noc
vlozeny do mrazaku (-80 °C), aby probéehl proces deproteinace.
Nasledujici den byly vzorky zvortexovany a vlozeny do centrifugy (15 000 RPM,
15 min, 4 °C). Vzniklé supernatanty byly prepipetovany do vialek. Z kazdého vzorku
bylo odebrano 5 pl na ptipravu vzorku kontroly kvality (QC), ktery byl nasledné rozdélen
do 7 alikvoti po 100 ul. QC vzorek slouzil ke kontrole kvality pribéhu analyz

a reprezentativnosti méfeni v ramcei zpracovani dat.

3.3.3 LC-MS cilena metabolomicky analyza vzorku plazem
pacientu s karcinomem ledvin pacienti s karcinomem ledvin

LC-MS cilena metabolomicka analyza byla provedena pomoci separa¢ni metody
UHPLC spojené s tandemovym hmotnostnim spektrometrem QTRAP 6500+. Separace
probihala na kolon& Luna NH. 3 um, 100 A, 100 x 2 mm (Phenomenex, Torrance, USA)
za pouziti aminopropylové stacionarni faze. Kolona byla vyhfivana na teplotu 35 C.
Separace byla provedena v systému normalnich fazi hydrofilni interak¢ni chromatografie
,Hydrophilic Interaction Chromatography“ — (HILIC). Mobilni fazi A tvofil roztok
octanu amonného (0,02 mol/l; pH 9,75). Jako mobilni faze B byl pouzit acetonitril.
Prabéh gradientové eluce byl nasledujici — pomér mobilnich fazi byl v prvni minuté
analyzy 5 % A a 95 % B. Tento podil nasledné rostl v rozmezi 2. — 7. min ve prospéch
mobilni faze A. V prabéhu 7. — 13. minuty analyzy byl podil mobilnich fazi konstantni,
tedy 90% A al10% B. Dale doslo vprubéhu 1 minuty k poklesu podilu zpét
do ptivodniho poméru. Poc¢atkem 14. minuty az do konce separace byl podil mobilnich

fazi zachovan (5 % A a 95 % B). Zaznam gradientové eluce je shrnut na obrazku 11.
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Nastiik vzorki ¢inil 1pul a béhem separace byl konstantni pritok mobilnich fazi

0,3 ml/min.
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Obr.11: Schéma zaznamu pouzité gradientové eluce.

Vramci jedné analyzy bylo aplikovano prepinani polarit ESI (,,polarity
switching®), pro detekci co nejvét§siho poCtu rizné polarnich analytd k docileni
komplexniho popisu metabolomu pacientti s ccRCC. Teplota v iontovém zdroji byla
400 °C, napéti na kapilafe viontovém zdroji bylo vrozmezi 4,5-5,5 kV. Tlak
zmlzovaciho plynu byl 40 psi. Analyza probihala celkem 17 minut. Detekce metabolitt
probihala ve scheduled MRM modu. Ziskana data byla zpracovana v programu Sciex OS

(Obr. 12) (Sciex, Framingham, MA, USA).
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Obr. 12: Ilustracni obrazek integrace pikli guanidinoacetatu v jednotlivych plazmatickych
vzorcich ccRCC pacientt a kontrol v programu Sciex OS.
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3.3.4 Statisticka analyza dat

Data ziskana cilenou metabolomickou analyzou byla dale zpracovana v programu
R studio” (verze 4.0.3, 2020, www.r-project.org) pomoci balicku, ptistupného na adrese:
https://zenodo.org/record/3235775#.YsgbRnZBxaQ. Metodou ,LOESS“ (,locally
weighted regression) byla nejprve provedena interpolace dat pro odstranéni
systémovych chyb (Obr. 13). Nasledné byl z QC vzorki vypocten variacni koeficient
(CV), pticemz vSechny vzorky s hodnotou CV vyssi nez 30 % byly vylouceny. Na data
byla aplikovana transformace pfirozeného logaritmu s naslednym centrovanim na nulu.

Nasledné byly metabolity vztazeny na piislusné interni standardy (viz kapitola vysledky).
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Obr. 13 Ilustracni obrazek interpolace guanidinoacetatu po aplikaci LOESS kfivky.
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Pro zvySeni objektivity ziskanych vysledkd byly aplikovany metody zahrnujici
jednorozmérnou a vicerozmérnou statistiku se supervizovanym 1 nesupervizovanym
pfistupem. Grafickymi vystupy vicerozmérné statistické analyzy byly skorové grafy
analyzy hlavnich komponent (PCA — , Principal Component Analysis®), diskriminacni
analyzy nejmensich ¢tverca (PLS-DA — , Partial Least Squares Discriminant Analysis®),
a ortogonalni diskrimina¢ni analyzy nejmens$ich ¢tverca (OPLS-DA — | Orthogonal
Partial Least Squares Discriminant Analysis®) s permuta¢nimi testy a S-ploty. Vysledky
jednorozmérné statistiky (p-hodnoty a rozdil mediant) byly vizualizovany pomoci
vulkanovych a krabicovych grafii. Byla aplikovana Bonferroniho korekce pro zabranéni
falesné pozitivity signifikance vysledkl jednorozmeérné statistiky.

Na zakladé vysledkt S-plot metody OPLS-DA bylo pro muze a Zeny zvlast
vybrano 30 nejvyznamnéjSich metabolitd vyskytujicich se u pacienti sccRCC
ve srovnani s kontrolnimi jedinci. Tyto vystupy byly srovnavany s vulkanovymi grafy
a hladiny vyznamnych metaboliti, které se uobou pfistupi shodovaly byly dale

zobrazeny pomoci krabicovych grafi a byly diskutovany.
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4 VYSLEDKY

4.1 Cilena metabolomicka analyza vzorka plazmy

Pomoci cilené metabolomické analyzy bylo ve zkoumanych vzorcich

detekovano celkem 130 metabolitd. Avsak po zpracovani dat interpolaci bylo po urceni
CV vyrazeno 14 metaboliti s prekracujici hodnotou 30%. Vysledna skupina
116 metabolitd byla nasledné podrobena statistické analyze formou vicerozmeérnych
a jednorozmérnych metod. Jednalo se o zastupce zfad acylkarnitind, aminu,
aminokyselin, organickych kyselin, sacharidt, purint, pyrimidint, koenzymu a vitamina
(vCetné prislusnych derivati u kazdé skupiny). Tyto metabolity jsou vCetné parametra
reten¢niho Casu, jejich celého nazvu, skupiny, do které se tadi, pouzitych internich
standardt (IS), hodnoty prekurzorového iontu (Q1) a produktového iontu (Q3) uvedeny
v tabulkach pro jednotlivé mody ESI. V pozitivnim modu bylo ionizovano 86 (Tab. 5)

metabolitt a v negativnim 30 (Tab. 6).
Tab. 5 Souhm 86 metaboliti detekovanych v plazmatickych vzorcich, které¢ byly ionizovany

pozitivnim modu ESI. Hodnoty Rt predstavuji retenéni ¢as, Mr molekulovou hmotnost, IS pouzity
interni standard, Q1 hodnotu prekurzorového iontu a Q3 hodnotu produktového iontu

. Cely nazev .
Metabolit metabolitu Skupina IS Mr Q1 Q3 Rt
ALA bALA L-alanin/ p-alanin Aminokyselina leucin 8899’ ll/ 89,9 441 3,9
ALA.VAL/ L-alanyl-L-valin/ . . . 1882/
ALAnorVAL  L-alanyl-L-norvalin Aminokyselina leucin 188 2 1889 1179 45
Ar adenosin Purin uracil 267,2 268,2  136,1 3.1
ASN L-asparagin Aminokyselina leucin 132,1 132,9 74,1 4.6
BET betain Aminokyselina leucin 117,1 118,0 58,1 3.5
Co L-karnitin Acylkarnitin butyrylkarnitin 161,2 161,9 1029 4.0
C10 dekanoyl-L-karnitin Acylkarnitin butyrylkarnitin 3154 316,2 85,1 3,0
4-cis-decenoyl-L- . ..
C10.1 Karnitin Acylkarnitin butyrylkarnitin 313.4 3142 85,1 3,0
2-trans.4-cis-
C10.2 dekadienoyl-L- Acylkarnitin butyrylkarnitin 3114 312,2 85,1 3,0
karnitin
dodekanoyl-L-
C12 kamitin (lauroyl-L- Acylkarnitin butyrylkarnitin 3435 3443 85,1 2.9
karnitin)
trans-2-dodecenoyl-L- . .
Cl2.1 Karnitin Acylkarnitin butyrylkarnitin 3415 3423 85,1 2.9
trans-2-tetradecenoyl- 369 5460
Cl4.1 L-karnitin (cis-5- Acylkarnitin butyrylkarnitin ‘ 370.3 85.1 2.9
. (369.5387)
tetradecenoylkarnitin)
3-hydroxytetradec-9- . .
C14.1.0H enoyl-L-karnitin Acylkarnitin butyrylkarnitin 385.5 386,3 85.1 2.9
tetradeka-5.8-dienoyl- . ..
Cl4.2 L-karnitin Acylkarnitin butyrylkarnitin 367.5 3683 85,1 2.9
3-
hydroxytetradekadien . ..
C14.2.0H oyl-L-karnitin (5-cis, Acylkarnitin butyrylkarnitin 383.5 384,3 85.1 2.9
8-cis)
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Cle6.1

Cl16.1.0H

Cl6.2

Cl16.2.0H

C18.1

C18.1.0H

C18.2

C183

C2

C20

C20.1
C3
C3.DC/
C4.0H
C4
C41

C4.DC/
C5.0H

C5

C5.1

C6
Co.1
C7.DC/
C8.0H
C8
C8.1

C9
kreatin/
Snh2Levul

trans-2-hexadecenoyl-
L-karnitin
3-hydroxyhexadec-9-
enoyl-L-karnitin
hexadeka-9.12-
dienoyl-L-karnitin
3-hydroxyhexadeka-
9.12-dienoyl-L-
karnitin (cis isomery)
oktadec-9-enoyl-L-
karnitin
(oleoyl-L-karnitin)
3-hydroxyoktadec-9-
enoyl-L-karnitin
oktadeka-9.12-
dienoyl-L-karnitin
(linoleoyl-L-karnitin)
otadeka-9.12.15-
trienoy1-L-karnitin
(alfa-linolenyl-L-
karnitin)
acetyl-L-karnitin
ikosanoyl-L-karnitin
(arachidoyl-L-
karnitin)
ikosa-enoyl-L-
karnitin
propionyl-L-karnitin
malonyl-L-karnitin/ 3-
hydroxybutyryl-L-
karnitin
butyryl-L-karnitin/
isobutyryl-L-karnitin
butenyl-L-karnitin
sukcinyl-L-karnitin
(methylmalonyl-L-
karnitin)/
3-hydroxyisovaleryl-
L-karnitin
valeryl-L-karnitin
(pentanoyl-L-
karnitin)/
isovaleryl-L-karnitin
(3-methyIbutyryl-L-
karnitin)/
2-methylbutyryl-L-
karnitin
tiglyl-L-kamitin (2-
methylbut-2-enoyl-L-
karnitin)/3-
methylkrotonyl-L-
kamitin (3-methylbut-
2-enoyryl-L-karnitin)
hexanoyl-L-karnitin
(kaproyl-L-karnitin)
2-trans-hexenoyl-L-
karnitin
pimelyl-L-karnitin/ 3-
hydroxyoktanoyl-L-
karnitin
oktanoyl-L-karnitin
2-trans-octenoyl-L-
karnitin
nonanoyl-L-karnitin
kreatin (N-methyl-N-
guanylglycin)/ 5-
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aminolevulinat (5-
amino-4-oxovalerat)

kreatinin kreatinin Amin methylsukcinat 113,1 113,9 86,0 2.9
CYS L-cystein Aminokyselina leucin 121,2 121,9 58.9 6,5
cystathionin L-cystathionin Peptid leucin 2223 2229 88.1 5,6
CYStin L-cystin Peptid leucin 240,3 240,9 151.8 6.5
GLN L-glutamin Aminokyselina leucin 146,1 146,9 83,9 44
GLU L-glutamat Aminokyselina leucin 147.1 147.8 83,9 6,2
GLY glycin Aminokyselina leucin 75,1 75,9 29,9 44
GuaAc guanidinoacetat Amin methylsukcinat 117.1 1179 75,9 4,1
hCYS L-homocystein Derivat leucin 1352 1359 910 40
aminokyseliny
hippurat hippurdt (N-benzoyl- Organickd Kyselina 179.2 1798 1049 46
glycin) kyselina adipova
HIS L-histidin Aminokyselina leucin 1552 155,9 110,0 47
HX hypoxanthin Purinova baze uracil 136,1 136,9  109,9 4,2
cholin cholin Aminokyselina leucin 1042 104,3 60,0 42
L-isoleucin/ L- . . . 131.2/
ILE alLE alloisoleucin Aminokyselina leucin 1312 132,0 69,0 4,1
kynurenin L-kynurenin Aminokyselina leucin 208,2 208,9 93,9 4.0
LEU L-leucin Aminokyselin leucin 131,2 132,0 43,0 3,9
LYS L-lysin Aminokyselina leucin 146,2 146,9 83,9 5,0
MET L-methionin Aminokyselina leucin 1492 149,9 1040 4,1
. N.N-dimethylglycin/
NNmMGLY/ 5 5 imethylglycin ~ Aminokyselina leucin 3.1 4039 580 40
2.2dimGLY o , 103,1
(2-aminoisobutanoat)
nikotinamid nikotinamid Koenzymy kyselina 1221 1229 799 14
adipova
. Derivat .
ohPRO 4-hydroxy-L-prolin aminokyseliny leucin 131.1 132,0 68,0 4,2
ORN L-omithin Aminokyselina, leucin 1322 132,9 1156 5,0
PHE L-fenylalanin aminokyselina leucin 165,2 165,9 1199 4.0
PRO L-prolin aminokyselina leucin 115,1 115,9 69,9 4.0
riboflavin “b"ﬂavggmmn Koenzym uracil 3764 3769 2430 30
SER L-serin Aminokyselina leucin 105,1 105,8 60,0 4.6
spermin spermin Amin methylsukcinat 202,3 203,9 1380 34
THR/ L-threonin/ L- . . . 119.1/
hSER homoserin Aminokyselina leucin 1191 119,9 73,9 4.4
TRP L-tryptofan Aminokyselina leucin 204,2 204,9 1458 4,1
TYR L-tyrosin Aminokyselina leucin 181,2 181,9  136,0 44
VAL L-valin Aminokyselina leucin 117,1 117,9 72,1 4.0
ImNicotinate L -methyInikotinat Organicka Kysclina 1371 1380 921 37
(trigonellin) kyselina adipova
. 2-aminoadipat (2- Organicka Kyselina
2nh2Adip aminohexanedioat) kyselina adipova 161,2 1618 %0 6,2
3mHIS ImHI  3-methylhistidin/ 1- Derivat . 169.2/
S methylhistidin aminokyseliny leucin 169.2 1699 1239 43
3nh2Isobut 3-aminoisobutanoat Amin methylsukcinat 1031 104,0 86,1 4.4
4pyridoxate 4-pyridoxat Koenzym uracil 183,2 184,0 1482 4,3
SmthioAr  5-methylthioadenosin Purinovy uracil 2973 2979 1359 23
nukleosid
5-oxoprolin
(pyroglutamat)/ L-
50x0PRO/ homoprolin (L- . . . 129,1/
hPRO pipecolat, L- Aminokyselina leucin 1292 129.9 83,9 3.8
piperidin-2-
karboxylat)

37



Tab. 6: Souhm 30 metaboliti detekovanych v plazmatickych vzorcich, které byly ionizovany
pozitivnim modu ESI. Hodnoty Rt pfedstavuji retencni cas, Mr molekulovou hmotnost, IS
pouzity interni standard, Q1 hodnotu prekurzorového iontu a Q3 hodnotu produktového iontu

Metabolit Cely nazev metabolitu ~ Skupina IS Mr Q1 Q3
mocovina mocovina Amin Methylsukcinat 60,1 59,0 42,0
(karbonyldiamid)
urat urat (kyselina mocova) Amin Methylsukcinat 168,1  167,0 124,0
laktat L-laktat (2- Organicka Kyselina 90,1 88,9 43,0
hydroxypropanoat) kyselina adipova
AcALA N-acetyl-L-alanin Derivat Leucin 131,1  130,0 88,1
aminokyseliny
AcMET N-acetylmethionine Derivat Leucin 191,2 189.,9 141,9
aminokyseliny
allantoin allantoin (2.5-dioxo-4- Amin Methylsukcinat 158,1 1569 114,1
imidazolidinylmoc¢ovina)
ASP L-aspartat Aminokyselina  Leucin 133,1 1320 881
citrulin L-citrulin Aminokyselina  Leucin 175,2  174,0 131,2
DHA Dokosahexaenoova Organicka Kyselina 328,5 327,2 2832
kyselina kyselina adipova
FgAr N-formylglycinamid Purinovy Uracil 233,0  143.1
ribosid nukleosid
fukoza L-fukéza (6-deoxy-L- Derivat fruktoza 1642 162,8 59,1
galaktoza) sacharidu
Galaktitol mannitol D-galaktitol/ D-mannitol ~ Alkohol fruktoza 182,2/ 180.8 100,8
sacharidu 1822
Glycerol3P glycerol-3-fosfat Organicka Kyselina 172,1 1709 789
kyselina adipova
hexozy D-glukéza/ D-fruktdza/ Sacharid fruktoza 180,2/ 1789 889
D-galakt6za/ D-man6za 180,2/
180,2/
180,2
cholat cholat Aminokyselina  Leucin 408,6 4072 28973
LEU.LEU L-leucyl-L-leucin Aminokyselina  Leucin 2443 243,1 130,2
leucinat leucinat (2- Organicka Kyselina 1322 130,.8 84,7
hydroxyisokaproat) kyselina adipova
myoinositol D-myo-inositol Alkohol fruktoza 180,2 178,9 124,9
sacharidu
pantotenat pantotenat (vitamin B5)  Koenzym Kyselina 2192 2179 880
adipova
fenyllaktat fenyllaktat (2-hydroxy- Organicka Kyselina 166,2  165,0 101,11
3-fenylpropanoat) kyselina adipova
pseculUr pseudouridine Nukleosid Uracil 2442 2428 153,0
pyrymidinu
Kyselina sialova N-acetyIneuraminat Organicka Kyselina 309,3 309,0 87,0
kyselina adipova
TAU taurin Aminokyselina  Leucin 125,2  123,8 79,9
threonat threonat Sacharid fruktoza 136,1 1350 75,1
U uracil Pyrimidinova Uracil 112,1 1101,0 42,1
baze
Ur uridin Nukleosid Uracil 2442 2428 110,0
pyrimidinu
X xantin Purinovabaze  Uracil 152,1  150,9 108,0
ImX 1-methylxantin Purinovabaze  Uracil 166,1 164,9 108,0
20hBut_2ohlsobut  2-hydroxybutanoat/ 2- Organicka Kyselina 104,1/ 102,9 57,0
hydroxyisobutanoat kyselina adipova 104,1
20ohGlutar 2-hydroxy glutarat Organicka Kyselina 148,1 1469 1289
kyselina adipova
2ohlIsovaler 2-hydroxyisovalerat (2- Organicka Kyselina 118,1 1169 71,1
hydroxy-3- kyselina adipova
methylbutyrat)
3indoxylS 3-indoxylsulfat Aminokyselina  Leucin 213,2  212,0 81,0
7mG 7-methylguanin Purinova baze  Uracil 1652 1640 106,1

Rt
2,6

s

7,0

s

4.9
4.5
3.6
6,2

4.4
3.5

s

3.2

3.5

7.5

3.5

4,7
4,0
4,2

s

3.8

5,0

4,2

3.7

5.6

4.4
5.6

s

3.0

5.6
4.5
4.5

s

7.5
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4.1.1 Vicerozmérna statisticka analyza vSech skupin vzorku

Nesupervizovanou metodou PCA (Obr. 14) nedoslo témeér k zadnému
oddélneni vzorkd do skupin: muzi s ccRCC, zeny s ccRCC, kontroly muzi a kontroly
zeny. VétSina vzorku se prekryvala. Jednalo se o dvoudimenzionalni zobrazeni vztaha
mezi jednotlivymi vzorky, které vSak nebyly dle metabolomického profilu oddéleny.
Hodnoty na jednotlivych osach dosahovaly velmi nizkého skore hlavniho komponent
(PC). Skore PC1 zobrazené na ose x bylo 12,72 %. Na ose y bylo skore PC2 9,08 %.
Procento variability ziskané souctem obou komponent tedy Cinilo 21,8 %. QC vzorky se
shlukovaly do jednoho mista uprostfed grafu a nevykazovaly trend, coz znaci kvalitni

prubéh analyzy a vysokou reprezentativnost méfeni.

A

PC2 - 9.08 %

W ccRCC muz
A ccRCC Zena
o ¥ kontrola muz

kontrola zena
2QC
| | I I I |
-2 -1 0 1 2 3

PC1 - 12.72 %, kumulativni = 21.8 %

Obr. 14: PCA analyza vzorku plazem od pacienti s ccRCC a kontrolnich vzorka. Kazdy barevny
bod predstavuje vzorek ze skupin: muzi s ccRCC (tmavé modra), Zeny s ccRCC (razova),
kontrolni vzorky muzi (zelena), kontrolni vzorky Zen (oranzova) a QC vzorky jsou vyznaceny
svétle modre.
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Pomoci skorového grafu supervizované metody PLS-DA doslo predevs§im
k oddé€leni vzorka pacienti od obou kontrolnich skupin, které se mirné prekryvaly. Lze
tedy usoudit, ze se metabolicky profil pacietni s ccRCC lisi v porovnani s kontrolami.
Vzorky pacientd se poté Castecné separovaly od sebe podle pohlavi, které nejspi§ mélo
vliv na fungovani biochemickych drah ovlivnénych patologii renalniho karcinomu.
(Obr. 15). Kontrolni vzorky se neoddélily, coz je zptisobeno nejspise vysokou podobnosti

jejich metabolickych profilt.

*
kontrola muz .
*

- *

S

o |

o

n

(o]
@)
o

- [ ]

o’ -

I

| |
- n
L ccRCC Zena B ccRCC muz
A ccRCC zena
S @ kontrola muz
I\ kontrola Zzena
2QC
| | I I I 1 I
-0.15 -0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10 0.15
PC1

Obr. 15: PLS-DA analyza vzorki plazem od pacientti s ccRCC a kontrolnich vzorku. Kazdy bod
predstavuje jeden konkrétni vzorek ze skupin muzi s ccRCC (tmavé modra), Zeny s ccRCC
(rizova), kontrolni vzorky muzi (zelend), kontrolni vzorky Zen (oranzova) a QC vzorky jsou
vyznaceny svétle modrfe.
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4.1.2 Statisticka analyza jednotlivych skupin vzorkua

Vzorky muzu a zen (pacienti vs. kontroly) byly tedy na zakladé vysledkt PLS-
DA analyzy, ktera odhalila separaci vzorkd do skupin, nezavisle na sobé vyhodnoceny
supervizovanou metodou OPLS-DA s grafickou reprezentaci skorovych graft, které byly
oveéfeny permutacnimi testy (Obr. 16 a Obr. 17). OPLS-DA skorové grafy potrvzuji
vystup metody PLS-DA, protoze doslo k oddéleni vzorkt pacientti od zdravych jedinca.

V piipadé muzi se obé zkoumané skupiny lehce prekryvaly, ale separace u Zen byla

uplna.
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T-skore [1] Podobnost (y,yperm)

Obr. 16: Skorovy graf metody OPLS-DA zobrazujici oddéleni vzorki do skupin muzi s ccRCC
(modr¢ body) a kontrolni vzorky muzi (zelené body) s pfisluSnym permutacnim testem.

Obrazek 17 zobrazuje oddéleni vzorkt zenského pohlavi do skupin zeny s ccRCC
a kontrolni vzorky.

41
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Obr. 17: Skorovy graf metody OPLS-DA zobrazujici oddé€leni vzorku do skupin Zeny s ccRCC
(rizové body) a kontrolni vzorky Zen (oranzové body) s pfisluSnym permutacnim testem.

Permutacni testy byly pouzity pro potvrzeni spravnosti a schopnosti predikce
OPLS-DA modelti. Vystupy u obou pohlavi byly na zakladé p-hodnot parametri R%y
a Q% vyhodnoceny jako statisticky vyznamné (jejich hodnota byla niz§i nez 0,05).

Vysledky permutacniho testu jsou zaznamenany v Tabulce €. 7.

Tab. 7: Souhrn parametri permutacnich testi zminénych OPLS-DA skoérovych grafu
s pfisluSnymi p-hodnotami z t-testu

Muzi pacienti/ muzi kontroly

R’y %y p-hodnota R’y p-hodnota Q%y

0,166 0,546 0,01 0,01

> >

ieny pacientky/ Zeny kontroly

R’y %y p-hodnota R’y p-hodnota Q%y

0,178 0,798 0,01 0,01

> >

Na zakladé ovéfenych OPLS-DA modelti pomoci permutacnich testi bylo tedy
vhodné pristoupit k odhaleni zmén v metabolickych profilech, na zakladé kterych se

skupiny vzorki pacientil a kontrol oddélily.
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Pomoci vystupu statistické analyzy OPLS-DA S-plot (Obr. 18) bylo ve vzorcich
muzskych pacientd s ccRCC ve srovnani s kontrolami prezentovano
30 nejvyznamnéjSich metabolitt (Tab. 8). Mezi tyto metabolity se fadily (ne)nasycené
a hydroxylované acylkarnitiny s kratkym, stfednim 1 dlouhym fetézcem (C4.1, C16.1,
C3.DC C4.0H, C18.1.0H, C2), aminy (spermin, guanidinoacetat), aminokyseliny
se svymi derivaty (alanin/valin a jejich derivaty, tyrosin, arginin, lysin, isoleucin a jeho
derivat, tryptofan, histidin, threonin/homoserin, asparagin, methionin, valin, fenylalanin,
acetylalanin), organické kyseliny (2-hydroxyglutarat, 2-hydroxyisovalerat, kyselina
sialova) derivaty sacharidi (arabitol/ribitol, myoinositol, threonat) a meziprodukty
purinového/pyrimidinového metabolismu (pseudouridin, xantin, xypoxantin, 7-

methylguanin).
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Tab.8: Tricet nejvyznamnéjSich metabolith OPLS-DA S-plot u ccRCC pacientti muzského
pohlavi porovnavané s vzorky zdravych muzi. Zkratky metabolitd jsou vysvétleny
v kapitole ¢ 8.

Poradi Metabolit Peor[1]  p[1] Rozdil p-hodnota
medianu

1 kyselina sialova 0,64 0,56 0,20 6,49 E-08
2 pseuUr 0,59 0,46 0,15 6,82 E-06
3 C3.DC_C4.0H 0,58 0,70 0,23 1,20 E-02
4 arabitol_ribitol 0,53 0,51 0,08 2,08 E-02
5 C18.1.0H 0,47 0,50 0,00 2,97 E-02
6 C4.1 0,46 0,58 0,23 2,12 E-02
7 myoinositol 0,42 0,32 0,04 9,70 E-02
8 TmG 0,42 0,33 0,09 2,60 E-03
9 C2 0,41 0,35 0,09 1,97 E-01
10 20hGlutar 0,40 0,28 -0,01 2,56 E-02
11 Cle.1 0,39 0,40 0,11 2,51 E-02
12 spermin 0,39 0,31 0,19 6,01 E-05
13 X 0,39 0,45 0,16 6,77 E-03
14 threonat 0,39 0,32 0,10 2,27 E-02
15 AcALA 0,38 0,31 0,15 2,94 E-03
16 2ohlsovaler 0,37 0,44 0,12 2,42 E-01
17 HX 0,37 0,46 0,31 2,17 E-03
18 THR hSER -0,39  -0,29 -0,04 3,06 E-02
19 ASN -0,43  -0,30 -0,08 1,93 E-04
20 PHE -0,43  -0,27 -0,06 5,05 E-03
21 ILE alLE -0,47  -0,36 -0,16 5,46 E-07
22 ARG -0,48  -0,49 -0,22 3,08 E-04
23 GuaAc -0,49 0,43 -0,09 3,09 E-02
24 ALA VAL ALAnorVAL -0,52 -0,47 -0,12 3,50 E-04
25 TYR -0,55  -0,41 -0,13 3,41 E-04
26 VAL -0,57  -0,42 -0,09 1,28 E-04
27 HIS -0,58  -0,51 -0,18 1,24 E-03
28 LYS -0,58  -0,43 -0,07 2,26 E-03
29 TRP -0,61  -0,50 -0,14 2,51 E-05
30 MET -0,70  -0,54 -0,21 7,72E-10
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Podle S-plotu (Obr. 18) vicerozmémé OPLS-DA analyzy bylo uvedenych
30 nejvyznamneéjsich metaboliti u pacientli ccRCC muzského pohlavi dale porovnavano
s vystupy jednorozméné statistiky po Bonferroniho korekci. Vizualizaci vulkanového
grafu (Obr. 19) bylo zjisténo 11 signifikantnich metabolitd. VSechny se nachazely mezi
30 nejvyznamnéjsimi S-plotu. Rozdily v hladinach téchto metabolitd byly nasledné
vizualizovany pomoci krabicovych graft (Obr. 20). ZvySené hladiny u pacientii s ccRCC
v porovnani s kontrolami mély kyselina sialovd, spermin a pseudouridin (pseuUr).
Naopak snizeni hladin u pacienti vykazovaly metabolity — asparagin (ASN), isoleucin
ajeho derivat (ILE alLE), arginin (ARG), alanil/valin ajejich derivaty
(ALA. VAL norALA.VAL), tyrosin (TYR), tryptofan (TRP) a methionin MET).
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Obr. 18: S-plot metody OPLS-DA zobrazujici signifikantni metabolity (Cervené) pro vzorky
od pacienti muzi s ccRCC v porovnani s kontrolami.
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Obr. 19: Vulkanovy graf zobrazujici metabolity signifikantni podle p-hodnot (jejich zapomého
dekadického logaritmu) v zavislosti na pfirozeném logaritmu rozdilu medianu u vzorkua
od pacienti muzi v porovnani s kontrolami (oznaceny cervené). VSechny signifikantni
metabolity byly mezi 30 nejvyznamnéj§imi na zakladé OPLS-DA S-plot.
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Obr. 20: Krabicové grafy vizualizujici hladiny signifikantnich metaboliti spolecnych
pro vicerozmérnou i jednorozmérnou statistickou analyzu u pacienti muzského pohlavi
ve srovnani s kontrolami.
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Ve vzorcich odebranych zendm s ccRCC bylo pomoci S-plot supervizované
metody OPLS-DA (Obr. 21) ve srovnani s kontrolnimi vzorky prezentovano rovnéz
30 nejvyznamnéjSich metabolitd (Tab. 9). Uvedené metabolity se fadily do skupin
vitaminy (nikotinamid), (ne)nasycené a hydroxylované acylkarnitiny se stfednim
a dlouhym fetézcem (C18.1.0H, C3.DC C4.0H, C8.1, C16.2.0H, C10), aminy
(guanidinoacetat, allantoin, aminokyseliny se svymi  derivaty  (methionin,
acetylmethionin, asparagin, tryptofan, glycin, arginin, lysin, threonin/homoserin, serin,
histidin, 5-oxoprolin/homoprolin , tyrosin a glutamin), organické kyseliny (citrulin,
kyselina sialova,2-hydroxybutanoat/2-hydroxyisobutanoat, fenyllaktat), meziprodukty
purinového/pyrimidinového metabolismu a derivaty sacharidd (arabitol/ribitol, 5-
methylthioadenosin, pseudouridin).

Uvedenych 30 nejvyznamnéjSich metabolitd vyhodnocenych u vzorkd zen je
znazornéno na S-plot (Obr. 21). Signifikantni metabolity byly dale porovnavany s
vyznamnymi metabolity jednorozmérné statistiky vizualizaci vulkénového grafu
(Obr. 22). Vsech 10 nejvyznamnéjsich metaboliti vulkanového grafu se nachazelo mezi
30 signifikantnimi S-plot. Pro vizualizaci rozdilti v hladinach téchto metaboliti byly
nasledné vytvoreny krabicové grafy (Obr. 23).

Zvysené hladiny u pacientek s ccRCC byly v porovnani s kontrolami pozorovany
u pseudouridinu (pseuUr), malonylkarnitinu (C3.DC_C4.0H) a 2--hydroxybutanoatu/
2-hydroxyizobutanoatu (20hBut 2ohlsobut). Dale bylo identifikovano zvySeni hladiny
hypoxantinu (HX), ktery je metabolitem purinového metabolismu. Zatimco snizeni
hladin bylo zaznamenano u aminokyselin, konkrétné histidinu (HIS), lysinu (LYYS),
threoninu/homoseerinu (THR hSER), asparaginu (ASN), argininu (ARG) a methioninu
MET).
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Tab. 9: Tricet nejvyznamnéjSich metaboliti OPLS-DA  S-plot uccRCC pacientek
porovnavanych se vzorky zdravych zen. Zkratky metabolitli jsou vysvétleny v kapitole €. 8.

Poradi Metabolit p-corr[1] p[1] Rozdil medidinu p-hodnota
1 C3.DC_C4.0H 0,73 1,17 0,63 2,33 E-07
2 pseuUr 0,61 0,60 0,16 3,88 E-04
3 Kyselina sialova 0,59 0,67 0,16 5,39 E-03
4 galaktitol mannitol 0,57 1,01 0,52 3,32 E-03
5 2ohBut_2ohlsobut 0,56 0,74 0,40 3,23 E-06
6 C8.1 0,52 0,83 0,41 6.05 E-03
7 arabitol_ribitol 0,48 0,53 0,08 1.42 E-02
8 SmthioAr 0,47 0,55 0,15 2.14 E-02
9 nikotinamid 0,45 0,63 0,22 4.64 E-02
10 fenyllaktat 0,44 0,61 0,17 1.09 E-01
11 AcMET 0,44 0,66 0,33 426 E-02
12 C16.2.0H 0,44 0,61 0,28 1,58 E-02
13 HX 0,43 0,78 0,35 1,87 E-04
14 C18.1.0H 0,43 0,57 0,30 9.31 E-03
15 allantoin 0,43 0,57 0,31 1.66 E-02
16 C10 -0,44 -0,69 -0,50 129 E-03
17 TYR -0,50 -0.,49 -0,19 6,53 E-04
18 citrulin -0,51 -0,67 -0,17 2.67 E-03
19 SER -0,53 -0,61 0,23 7.96 E-03

20 TRP 0,54 0,61 0,15 1.06 E-03
21 HIS -0,55 -0,62 -0,28 3.95 E-04
22 50xoPRO_hPRO -0,57 -0,53 -0,11 1,69 E-02
23 GLY 0,58 -0.68 20,24 9.22 E-04
24 GLN -0,58 -0,55 -0,13 1,18 E-02
25 LYS -0,58 -0,54 -0,15 422 E-04
26 GuaAc -0,60 -0,71 -0,20 1,02 E-03
27 THR_hSER -0,65 -0,74 0,25 1.41 E-04
28 ASN -0,68 -0,69 0,25 3.25 E-06
29 ARG -0,71 -0,99 -0,54 5,07 E-08
30 MET -0,77 -0,79 -0,29 1,16 E-10
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Obr. 21 S-plot metody OPLS-DA zobrazujici signifikantni metabolity (Cervené) pro vzorky od
pacienti s ccRCC Zenského pohlavi v porovnani se vzorky kontrolnimi.
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Obr. 22: Vulkanovy graf zobrazujici metabolity signifikantni podle p-hodnot (jejich zaporného
dekadického logaritmu) na pfirozeném logaritmu rozdilu mediant u vzorka od ccRCC pacientek
v porovnani s kontrolami (oznaceny fialové). VSechny tyto signifikantni metabolity byly mezi
30 nejvyznamnéjsimi na zakladé OPLS-DA S-plot.
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pro vicerozmérnou i jednorozmérnou statistickou analyzu u pacientek zenského pohlavi

ve srovnani s kontrolami.
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S DISKUZE

Predlozena diplomova prace byla zaméfena na sledovani metabolickych zmén
mezi pacienty s ccCRCC (muzil i zen) v porovnani se zdravymi jedinci za vyuziti cileného
pfistupu metabolomické analyzy.

Po zpracovani a korekci dat bylo detekovano 116 metaboliti ve zkoumanych
plazmatickych  vzorcich, ukterych  byla provedena  statistickd  analyza.
Nesupervizovanym pfistupem PCA nedoslo ktéméf Zzadnému oddéleni vzorkl
do jednotlivych skupin. Dale byly vzorky podrobeny supervizované metodé PLS-DA,
u které doslo k oddé€leni pacienti (muzi s ccRCC, Zeny s ccRCC) od obou kontrolnich
skupin, které zastaly neodliSeny. Supervizovana metoda OPLS-DA poté potvrdila u obou
pohlavi zvlast, Ze se metabolické profily pacienta a kontrol vyrazné lisily. Vystupy S-plot
byly porovnany s vulkdnovymi grafy a shodné statisticky vyznamné metabolity jsou
v nasledujicim textu diskutovany.

U pacientd muzského pohlavi byly mezi signifikantnimi metabolity skupiny
aminokyselin (vCetné jejich derivatd), organickych kyselin, amin( a metabolitd
pyrimidinového metabolismu. U Zenskych pacientek byly identifikovany metabolity,
které se ftadi do skupin aminokyselin (a jejich derivati), organickych kyselin,
acylkarnitini a metabolitd purinového a pyrimidinového metabolismu. Onemocnéni
ccRCC tedy nejspise obecné zpliisobuje metabolickou zménu hladin aminokyselin, amini,
organickych kyselin a metabolit pyrimidinového metabolismu bez ohledu na pohlavi.
Naopak zmény hladin metabolitti purinového metabolismu a acylkarnitint jsou rozdilné
na zakladé€ pohlavi pacientt.

Obé skupiny pacientd vykazovaly oproti kontrolnim vzorkiim nékolik spole¢nych
trend. Prvnim vyznacnym trendem bylo snizeni hladin aminokyselin v krevni plazmé.
Aminokyseliny tvorily nejvétsi cast signifikantnich metaboliti. U pacienti muzského
pohlavi bylo z 11 nejvyznamnéjsich metaboliti identifikovano 7 aminokyselin a jejich
derivati. Konkrétné se jednalo o asparagin, isoleucin a allaisoleucin, arginin, alanin/valin,
tyrosin, tryptofan a methionin. U vzorkd zen s ccRCC bylo identifikovano celkem
6 aminokyselin z 10 signifikantnich metabolitid. U této skupiny vzorkii byla rovnéz
snizena hladina methioninu, asparaginu a argininu, stejné jako u muzd. Navic byla
u zenskych  pacientek  identifikovana  niz§i  hladina  histidinu,  lysinu
a threoninu/homoserinu. Je tedy pravdépodobné, ze zména metabolismu konkrétnich

typt aminokyselin mtze souviset s pohlavim pacienti. Také by se dalo predpokladat,
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ze existuje urcita mira korelace mezi asparaginem, argininem a methioninem, jelikoz
doslo ke snizeni jejich hladiny u obou skupin pacienti. Aminokyseliny jsou hlavnim
zdrojem zivin pro bunéénou proliferaci (Zhang et al., 2017). Ledviny navic hraji
dilezitou roli vregulaci hladin aminokyselin v krevni plazmé. Klicovou funkci
normalnich epitelialnich bun€k renalnich tubuli je reabsorpce aminokyselin
z glomerularniho filtratu (Mustafa et al, 2011). Na zaklad¢ diive provadéné studie
Mustafa ef al., 2011 bylo zjisténo, ze obecné snizené hladiny sérovych aminokyselin
odrazem zvySeného vyuziti té€chto metaboliti nadorem pro pribéh biosyntetickych
procest. Hladiny aminokyselin v séru jsou povazovany za potencialni prediktivni
biomarker pro detekci pacienti s ccRCC (Zhang et al., 2017; Mustafa et al., 2011).

Dals$im vyznamnym metabolitem identifikovanym u pacienti muzského pohlavi
byla kyselina sialova, jejiz hladina v plazmé pacientd byla oproti kontrolam zvysena.
Tento metabolit patii mezi sacharidy aje umistén na terminalnich pozicich glykana
pfipojenych ke glykoproteinim a glykolipidim, kde hraje dilezitou roli v regulaci
interakci s ligandy. Kyselina sialova je spjata s genem S73GALI (ST3-B-Galaktosid-o-
2,3-Sialyltransferasal). Membranovy protein kodovany timto genem katalyzuje pfenos
kyseliny sialové na substraty obsahujici galaktézu a pfispiva k progresi nadoru. Zmény
struktury glykanovych fetézci jsou jednim znejvice sdilenych rysi maligni
trasnformace. (Bai et al, 2015). Zminéna studie Bai ef al, 2015 rovnéz uvadi,
Ze u pacientl s karcinomem byvaji ¢asto zaznamenany vysoké hladiny kyseliny sialoveé,
ktera souvisi s klicCovymi patofyziologickymi déji béhem progrese nadort. U pacientek
zenského pohlavi se kyselina sialova mezi 10 nejvyznamnéjSimi metabolity
nevyskytovala. Je tedy pravdépodobné, ze tento metabolit vykazuje vyrazné zvySeni
sérové hladiny pouze u pacientd muzského pohlavi.

U zen s ccRCC byl ve srovnani s kontrolami pozorovan trend znacné zvySené
hladiny acylkarnitinu malonylkarnitinu/hydroxybutyrylkarnitinu. Acylkarnitiny vznikaji
prenosem acylové skupiny na karnitin za katalyzy enzymu karnitinacyltransferasy (EC
2.3.1.7). Acylkarnitiny jsou nutné pro transport mastnych kyseliny do vnitini
mitochondrialni membrany a pomahaji pii procesu -oxidace mastnych kyselin. Tim
nejspise ovliviiuji preziti nadorovych bunék (Jing et al., 2019). Experimenty provadéné
ve studii Ganti et al., 2012 prokazuji, acylkarnitiny mohou byt prospésné pro RCC
z hlediska rustu a preziti nadorovych bunék. Nadorové bunky RCC totiz vyzaduji vice

energie, a tedy 1 vice -oxidace mastnych kyselin k udrzeni vyssi rychlosti bunécného
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déleni arlstu, proto pacienti srenalnim karcinomem vykazuji zvySenou hladinu
acylkarnitint (Ganti ef al., 2012).

Mezi vyznamnymi metabolity byly také meziprodukty purinového
a pyrimidinového metabolismu. U skupiny vzork zenského pohlavi byla zaznamenana
zvySena hladina hypoxantinu, ktera nejspiSe odrazi naruSenou funkci enzymu
xantindehydrogenasy (XDH, EC 1.17.1.4). XDH hraje klicovou roli v metabolismu
purini pfi oxidaci hypoxantinu na xantin a katalyze pfemény xantinu na kyselinu
mocovou. Wang et al., 2022 ve své nedavné studii prokazali, ze exprese XDH byla
ve tkanich ccRCC vyznamné sniZzena v porovnani s normalnimi renalnimi tkdnémi.
Spole¢nym trendem obou skupin vzorktl bylo zvySeni sérové hladiny pseudouridinu.
Pseudouridin  je  nejrozSifenéjSim  modifikovanym  nukleosidem  vznikajici
posttranskripéni modifikaci t-RNA. NA zakladé¢ jiz diiveji popsanych studii jako jsou
Rasmuson et al., 1991 a Motyl et al, 1993 je znamo, ze koncentrace pseudouridinu
v krevni plazmé pacient je trvale vyssi a koreluje s velikosti a stupném nadoru. Studie
He et al., 2022 popisuje dulezitou roli pseudouridinu také u pacientd s akutni myeloidni
leukémii. Jeho zvySené hladiny jsou tedy zjevné i u jinych typu karcinomd.

Vyznamné vysoka hladina metabolitu 2-hydroxybutanoatu/
2-hydroxyisobutanoatu byla zaznamenana u vzorka pacientek Zenského pohlavi, zatimco
umuzi koncentrace tohoto metabolitu zvySena nebyla. Uvedeny metabolit tedy
pravdépodobné souvisi s pohlavim pacientd. 2-hydroxybutanoat predstavuje organickou
kyselinu, ktera vznika jako vedlejsi produkt pfi syntéze cystathionu za podminek
oxida¢niho nebo metabolického stresu. Ve studii Buckendahl efal., 2010 byla
zaznamenana jeho zvySena hladina u pacientek s karcinomem vajecnikt. U pacientd
s renalnim karcinomem zatim nebyla metabolickd zména tohoto metabolitu popsana.

Vyznamnym metabolitem u pacienti muzského pohlavi, ktery vykazoval
zvySenou hladinu, byl spermin. Spermin patii mezi polyaminy, které jsou pfitomné
ve vSech eukaryotickych bunkach. Jejich biosyntéza je u pacientd s karcinomem znacné
zvySena z divodu udrzeni rychlé proliferace nadorovych bunek (Rioux-Leclercq et al.,
2004). Cetné studie prokazaly, 7e u riznych nadort byvaji hladiny t&chto metabolitd
ve srovnani s homolognimi bunéénymi tkanémi zvysSeny. V dnes$ni dobé€ je jiz znamé také
pouziti anti-sperminovych monoklonalnich protilatek jako prognostického nastroje
vyvoje karcinomu, které bylo pouzito ve studii Rioux -Leclercq et al., 2004 pro studium

RCC bunék. U pacientek zenského pohlavi v§ak hladina tohoto metabolitu v krevnim séru
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oproti kontrolam zménéna nebyla, je tedy zrejmé, ze se jedna o metabolit vyzmnamny

pouze u pacientd muzského pohlavi.
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo provedeni cilové metabolomické analyzy vzorkt
odebranych pacientim s ccRCC ve srovnani se vzorky zdravych jedinct.

V ramci teoretické ¢asti byla vypracovana literarni reSerSe sestavajici z nasledujicich
casti. Prvni kapitola se zabyvala stavbou a funkci ledvin. V nasledujici kapitole byl
popsan metabolismus ledvin. Déle byl charakterizovan karcinom ledvin a jeho podtypy,
diagnostika a 1écba jednotlivych typt karcinomud. Posledni cast byla vénovana
metabolomice a hmotnostni spektrometrii.

LC-MS analyza byla provedena pomoci separacni techniky UHPLC spojené
s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Nasledné¢ byla ziskand data podrobena
statistické analyze. Zaucelem zvySeni objektivnosti vysledkli byly aplikovany
nesupervizované a supervizované metody vicerozmérné statistiky v kombinaci
s jednorozmérnou statistikou.

Cilenou metabolomickou analyzou bylo detekovano celkem 116 metaboliti. Nejvice
zastoupenou skupinou vyznamnych metabolith uobou skupin pacientd byly
aminokyseliny. Hladiny téchto metabolitd byly u muzi i zen vyznamné snizeny. Dale byl
zaznamenan spoleCny trend zvySené hladiny pseudouridinu u obou skupin vzorki.
U pacientek zenského pohlavi byla identifikovana zvySend sérova koncentrace
acylkarnitinu malonylkarnitinu/hydroxybutyrylkarnitinu a organické kyseliny 2-
hydroxybutanoatu/2-hydroxy-isobutanoatu. Zatimco u muzi byla identifikovana zvySena

hladina kyseliny sialové a sperminu.
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CAIX karboanhydréaza IX

ccRCC Svétlobunéény renalni karcinom
ccRCC Svétlobunéény renalni karcinom
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s hmotnostni spektroetrii
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