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Cile prace
Teoreticka cast

Vypracovani literarni reSerSe o poznatcich ohledné stavby a funkce ledvin.

Vypracovani literarni reSerSe o aktualnim stavu problematiky karcinomu ledvin, patobiochemii

a moznostech studia tohoto onemocnéni pomoci omickych metod.

Prakticka ¢ast

Ptiprava vzorkli moci pro metabolomickou analyzu pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii, vyhodnoceni vysledk,

statistické zpracovani a interpretace namétenych dat.



1 UVOD

Ledviny jsou lidskym télnim organem, jejichz hlavni funkci je odvod metabolitt téla a cizoro-
dych latek ve formé& moci. Pisobenim hormont (erytropoetin, kalcitriol, prostaglandiny a angi-
otenzin II) reguluji také objem vody v téle, vylucovani odpadnich ¢i toxickych latek, a-
cidobazickou rovnovahu a iontové slozeni vnitiniho prostfedi. Zastavaji tedy nenahraditelnou

roli v udrzovani rovnovahy v celém organismu.

Jednim z jejich mnoha onemocnéni je i karcinom ledvin (,,renal cell carcinoma®, RCC).
V ramci vSech rakovin ledvin, jejichz celosvétova incidence za rok 2020 byla ptiblizné 430 000
ptipadt (mortalita pfiblizné 180 000 pacientil) a z toho v Ceské republice 3 314 ptipadi (mor-
talita 1 150 pacientl), tvoii karcinom ledvin pfiblizné 90 % piipadu (Bukavina et al., 2022).
Ceska republika ma v ramci EU jednu z nejvyssich incidenci rakoviny ledvin na obyvatele (Er-
vik et al., 2021). Podle nejnovéjsi klasifikace dle WHO (z r. 2022) rozliSujeme 14 histologic-
kych typti a 7 molekularné definovanych typi karcinomu ledvin, z nichz nejpocetné;jsi je histo-
logicky typ jasnobunéény karcinom (,.clear cell renal cell carcinoma®, ccRCC). Druhym
nejcastejSim typem je papilarni renalni karcinom (,,papilary renal cell carcinoma®, pRCC),
ktery tvofi ptiblizné¢ 10-15 % vSech typt karcinomu ledvin, a tietim je chromofébni rendlni
karcinom (,,chromophobe renal cell carcinoma®, chRCC), ktery tvofi ptiblizn€ 5 % vsech typt

karcinomu ledvin (Bukavina et al., 2022).

Neexistuji v praxi zavedené biomarkery karcinomu ledvin, proto jsou nalezy nejcastéji na-
hodné, hlavné skrze ultrazvukové vySetfeni bficha. Karcinomy ledvin jsou vétSinou
chemorezistentni, a tak se na jejich 1é¢bu pouziva hlavné chirurgicky zakrok (nefrektomie),
radioterapie nebo TKI (inhibitory tyrosinkinasové aktivity) a imunitni terapie (Cvek et al.,
2023). Mira celkového 1letého, 3letého a Sletého pieziti je variabilni dle typu RCC, pramérné
je mira celkového Sletého pieziti 49 %, a tedy neptizniva. Metabolomicky je nejvice prozkou-
many ccRCC, ale ptesto jeho patobiochemie neni stale zcela popséana. Tato prace si klade za cil
provést cilenou metabolomickou analyzu moci pacientl s karcinomem ledvin pomoci vysoko-
ucinné kapalinové chromatografie (HPLC) ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii

(MS/MS) pro lepsi pochopeni patobiochemie tohoto onemocnéni.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2. 1 Ledviny

Ledviny jsou parovym organem fazolovitého tvaru s hladkym povrchem. Jsou uloZeny
Vv retroperitonealnim prostoru (oblast mezi zadni bfisni sténou a nasténnou pobfiSnici) na
pomezi hrudnich a bedernich obratlii. Ledviny jsou souéasti vylu¢ovaci soustavy (Cihak, 2004).
Hlavni funkci ledvin je odvod metabolitii téla a cizorodych latek ve formé moci. Reguluji
slozZeni, a tedy osmolaritu, moci a vyznamné se tak podili na homeostaze a osmolarité vnitiniho
prostiedi téla. (Ledvina et al., 2020; Necas, 2021) Tvoii se v nich hormony erytropoetin,
kalcitriol (D-hormon), prostaglandiny a enzym renin, ktery proteolyzou angiotenziogenu
vytvaii hormon angiotenzin II. Vylu¢ovanim téchto hormonti a moc¢i reguluji také objem vody
Vv téle, vylucovani odpadnich ¢i toxickych latek, acidobazickou rovnovéhu a iontové sloZeni

vnitiniho prostfedi (Pokorny, 2002; Ledvina et al., 2020).

2. 1.1 Stavba ledvin

N

Ledvina je ptiblizn¢ Sirokd 5—6 cm, dlouhd 10-12 cm s tloustkou 3,54 cm. VétSinou vazi 120—
170 g, pficemz u zen byva mensi. Je uloZena ve vazivovém pouzdru (capsula fibrosa), které je
vlozeno do tukového pouzdra. Capsula pfiléha k ledviné té€sné, ale pevné pouze v oblasti
priniku cév do ledviny (ledvinova branka, hilum renale) (Cihak, 2004). Ledvinova branka se
nachazi uprostfed vydutého okraje ledviny. V misté ledvinové branky vstupuje do ledviny tepna
(arteria renalis dextra et sinstra), ktera se oddéluje od bfisni aorty, vystupuje zila (vena
renalis), do niZ se sbihaji vSechny zily ledviny, a vystupuje ledvinova panvicka jako odvodna

mocova cesta (Holibkova & Laichman, 2010).

Tkan ledviny lze makroskopicky rozdélit na kiiru ledviny a dfen ledviny. Kira ledviny je
nartizovéla, jemné zrnitd, ulozena tésné pod povrchem ledviny, oproti dieni je vice prokrvo-
vana. Dfeil ledviny ma tmavou SedoCervenou barvu, zihanou kresbu a oproti kiife je v ledving

situovéana vice centralné (Cihak, 2004).

Dfei ledviny tvofi ledvinové pyramidy tvaru kuZzele, jehoZ zékladna je obracena smérem ke
ktte ledviny a vrchol k ledvinové brance. Spolu s ptilehlou ¢asti kiiry tvoti ledvinové laloky.
Vrcholem ledvinové pyramidy je ledvinna papila, jejiz povrch je osazen dirkami (foramina pa-
pillaria), do kterych jsou pfivedeny odvodné kanalky ledvin (sbéraci kanalky spojené do papi-
larnich vyvodl). Na né¢ navazuji ledvinové kalichy, pocatek vlastnich odvodnych cest moco-
vych, které maji poharkovity tvar a obepinaji ledvinné papily po jedné az tiech. Jednotlivé ka-
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lichy se sbihaji do ledvinové panvic¢ky. Ledvinova panvic¢ka se nachazi v centru ledviny a v

ledvinné brance a tsti z ni mo&ovod (Cihak, 2004; Grim et al., c2005).

Ledvina je slozena z tubuli (nefronll) (viz obr. 1), je proto nazyvéna slozenou tubuldzni
zlazou. Nefron je zakladni funkéni a morfologickou jednotkou ledvin. Sklada se z Malpighiho
téliska, Bowmanova pouzdra, glomerulu, proximalniho tubulu, Henleovy kli¢ky, distalniho
tubulu a sbéraciho kanalku. Zacina v kife ledviny jako Malpighiho télisko pftiblizné
polokulatého tvaru, v jehoZ centru se nachazi glomerulus (Cihak, 2004; Grim et al., c2005).
Ten je tvofen kapilarami, jeho pfivodna tepénka se vétvi na povrchu glomerulu v $irsi kapilary,
ze kterych se odd€luje sit’ tenCich kapilar smérem dovniti glomerulu, jenz se poté spojuji
v odvodnou Zilku (Zlabek, 1950). Mezi vétvenim kapilar se nachézeji mesangiélni buiiky, které
maji mnoho funkci, napft. reguluji velikost filtracni plochy, sekretuji bioaktivni peptidy, nekteré
fagocytozou Cisti filtracni plochu. Mezi endotelem kapildr jsou péry a na povrch endotelu
pfiléha tiivrstevna bazalni membrana, kterymi je z krve filtrovan glomerularni filtrat (Cihak,

2004; Grim et al., c2005).

Glomerulus je obepinan Bowmanovym pouzdrem. To se sklada z tenkého vnéjsiho listu a
vnitiniho listu, jenz té€sné piiléha ke tenkosténnym kapilaram glomerulu. Mezi listy se nachazi
glomerularni filtrat (primérni moc). Vnitini list je tvofen specializovanymi buiikami epitelu,
tzv. podocyty, jejichz vybézky (pedikly) obepinaji kapilary glomerulu a zapadaji do sebe. Mezi
nimi je dvouvrstevna ultratenkda blanka fibrildrniho uspotadéani se Stérbinami, kde probiha ul-

trafiltrace. (Cihak, 2004; Grim et al., c2005; Matous et al., c2010).

Nefron dale pokracuje jako ledvinovy kandlek, jenZ je ¢lenén na proximalni tubulus,
Henleovu klicku a distalni tubulus. Proximalni 1 distalni tubulus je sloZen ze stoc¢eného kanalku
a pfimého useku. Obklopuje je peritubularni kapilarni pleten, v niz je nizsi tlak nez v glomerulu,
coz usnadiiuje zpétné vstfebavani vody a latek. Henleova kli¢ka se sestupnym raménkem
(smérem k ledvinné panvicce) a vzestupnym raménkem, tvorend tenkou a tlustou ¢asti, zasahuje
do dfené. Nefrony, nachazejici se blizko dfené, maji dlouhou Henleovu kli¢ku, slouzi
k produkci hypertonické moci a nazyvaji se juxtamedularni nefrony. Nefrony dale od diené
s krat$i Henleovou kli¢kou se nazyvaji kortikalni nefrony. Henleova klicka ptechazi v distalni
tubulus a pokracuje do sbéraciho kanalku. Ten tsti do odvodnych kanalkt a ty v papilach do

ledvinovych kalichti (Cihak, 2004; Grim et al., c2005; Matous et al., c2010).
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Obr. 1: Schéma stavby nefronu a ledviny. Pfevzato a upraveno dle Cihaka (2004) a
https://hallowlab.uga.edu/about.html.

Macula densa jsou epitelové buriky distalniho tubulu dotykajici se glomerulu. Maji apikalné
soustfedéné mitochondrie a mikroklky na povrchu lumen, které slouzi jako chemoreceptor.
Juxtaglomerularni burniky jsou soucasti pfivodné tepénky glomerulu v misté dotyku s macula
densa, jsou velké a maji mnoho mitochondrii a vezikul. Na zéklad¢ signalu z macula densa,
tlaku v p¥ivodné tepénce a snizeni sodiku v krvi produkuji hormon renin (Cihak, 2004; Grim et
al., c2005).

Lymfa z ledvin je odvadéna ze tii pleteni lymfatickych cév, z nichz mizni cévy Gsti do lum-
balnich miznich uzlin ulozenych blizko aorty a horni duté Zily. Inervace ledvin je z pletené
plexus renalis okolo ptivodné tepny ledvin a vstupuje také ledvinovou brankou. Vystupuji z néj
sympatickd a parasympaticka vlakna, jenz fidi stahovani cév, a senzitivni vlakna do vazivového

pouzdra. Ledvinny parenchym je téméf necitlivy (Cihak, 2004; Grim et al., c2005).
2. 1. 2 Strukturni biochemie ledvin

Vylucovaci funkce ledvin se odviji od jejich anatomické stavby. Vylu¢ovani je regulovany pro-

ces, ve kterém nejzésadnéjsi roli hraje glomerulus a ledvinovy kanalek nefronu. V glomerulu



je filtrace provadéna skrze poéry endotelu kapilar a ptiléhajici negativné nabitou bazalni mem-
branu podocyti, ktera piisobi jako filtr i jako molekuldrni sito (iontoménic). Jejim ndbojem jsou
odpuzovany nabité latky, do glomerularniho filtratu tak prochazi pouze velmi malo proteind,
urea, glukosa, aminokyseliny, elektrolyty, kreatinin a dalsi (Matous et al., c2010; Ledvina et
al., 2020). Mezi pedikly na glomerulu se nachazi ultratenka blanka, ktera funguje jako speci-
ficky selektivni filtr, ktery na zaklad¢ ultrafiltrace propousti ve vod¢ rozpusténé malé molekuly
az do velikosti hemoglobinu (pfiblizn¢ 64 500 Da) (Walker & Hall, Hurst, 1990; Cihak, 2004).
Tyto dé&je jsou regulovany hlavné prostaglandiny a systémem renin-angiotensin. Glomerular-
niho filtratu vznika denné ptiblizn€ 180 I, po priichodu nefrony se objem snizuje na 1,5 1 (Grim

et al., c2005; Matous et al., c2010).

V ledvinovém kanalku je sekrece a exkrece danych latek odlisna dle jeho ¢asti. V proximal-
nim tubulu dochézi k sekreci organickych kyselin, aniontli, kreatininu a urcitych 1€ki a k re-
sorpci aktivnim transportem iontd, aminokyselin, vitaminl a veskeré glukosy a k pasivni re-
sorpci mocoviny a vétSiny vody. Dochazi zde také k reabsorpci proteinti endocytoézou (tzv. de-
fekace). V Henleové kli¢ce nastava pasivni sekrece mocoviny, v sestupném raménku resorpce
vody a ve vzestupném raménku resorpce iontii Na* a Cl vlivem antidiuretického hormonu
(ADH). V distalnim tubulu probiha sekrece iontti K* a H*(ovliviiovana ADH), sekrece HCOs',
resorpce vody a Na* (Matous et al., c2010; Ledvina et al., 2020).

Homeostatickymi mechanismy, jez fidi vodni a latkovou exkreci, je v ledvinach regulovan
objem a slozeni tekutin. Tyto mechanismy jsou v ramci téla jedine¢né, uplatiuje se pii nich
mnoho transportnich mechanismt a zahrnuji 31 transportnich rodin nazyvanych zkratkou SLC
(,,solute carrier series*), mezi néZ patii napt. facilitované transportéry glukosy SGLTI1 a
GLUT]1. Vodni exkrece je regulovana akvaporiny (AQP). Regulace hladiny glukosy je pomoci
jeji resorpce, jez nastavd ve dvou krocich pomoci SGLT1 a GLUT] transportérti. Regulace
hladiny kyseliny moc¢ové je zptisobovana zménou pH prostiedi a ovliviiovanim metabolismu
purint, jehoz je produktem. Zvyseni jeji hladiny nastava napt. pii nddorovém bujeni ¢i pti oza-

feni. (Matous et al., c2010).

Acidobazickd rovnovaha je v té€le udrzovana ledvinami hlavné pomoci regulovaného trans-
portu regenerovaného HCO3™ a H*. HCOs™ vznika pfi tvorbé amoniaku v ledvinach. Filtrovany
HCOgs" v tubulech nefronu reaguje s protonem za vzniku kyseliny uhlicité, jenz se rozpada na
vodu a oxid uhli¢ity. Ten je v bunkach proximélnim tubulu pfeménén opét na kys. uhli¢itou
enzymem kyselina uhli¢ita hydro-lyasou (karboanhydratasa, CA, EC 4.2.1.1). Rozpadem Kys.

uhlic¢ité vznika regenerovany HCOg3', ktery je regulované reabsorbovan do krve, a proton, jenz
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je secrenovan pomoci H'-ATPasy a karbonatdehydratasy do lumen tubulu. (Matou$ et al.,

c2010; Ledvina et al., 2020).

V ledvinach se tvoii nékolik hormonti a ledviny samy podléhaji hormonalni regulaci, jak uz
bylo popsano vyse. V ledvinovych juxtamedularnich buiikach vzniké pii nedostate¢ném pfti-
sunu kysliku do ledvin erythropoetin, jenz zvysuje pocet cervenych krvinek riznymi procesy
(napf. stimulaci zrani rastu erytroblastd v kostni dfeni), a také enzym renin, ktery proteolyzou
angiotenziogenu vytvari hormon angiotenzin I, jenz ovliviiuje krevni tlak a stimuluje tvorbu
aldosteronu. V dieni ledvin jsou syntetizovany prostaglandiny, jenz stimuluji transport Na*
iontl a také inhibuji ADH v distalnim tubulu (Matous et al., c2010; Ledvina et al., 2020). Dale
Vv ledvinach vznika hormon kalcitriol (1,25-dihydroxycholekalciferol, D-hormon) hydroxylaci
vitaminu D na pozici 1. Kalcitriol je nezbytny pro spravné ukladani vapniku do kosti a jeho

reabsorpci v travici soustavé (Hall & Guyton, c2011).

2. 1. 3 Metabolismus ledvin

.....

druhé misto ve spotiebé kysliku na gram tkané hned po srdci, vysoky prutok krve a zna¢na
spotieba energie. Hlavnim zdrojem energie je glukosa, jejiz spotieba je v ramci télnich organt
V ledvinach nejvyssi. Dal§imi zakladnimi zdroji energie jsou mastné kyseliny, laktat, pyruvat,
ketolatky a nékteré aminokyseliny. Energie je ziskavana hlavné v procesech oxidativni fosfo-
rylace, glykolyzy a -oxidace. V ramci ledvin je metabolismus nejintenzivngjsi v kuife, ve dieni
je pomalejsi a energie je zde ziskdvana hlavné anaerobni glykolyzou. Je zde také syntetizovan
L-karnitin a za¢ina zde syntéza keratinu (Higdon, Drake & Delage, c2002-2023; Matous et al.,
c2010; Ledvina et al., 2020).

Aminokyseliny jsou v ledvinach, hlavné v proximalnim tubulu, bud’ resorbovany z glome-
rularniho filtratu, syntetizovany (napft. histidin, arginin a serin) anebo degradovany (glycin, glu-
tamin) (Matous et al., c2010; Rovenska, Kucera, 2018). Glycin je v ledvinach transaminovan
na glyoxalat a nasledn€ oxidovan na oxalat, jenZ nejcastéji zptisobuje tvorbu ledvinovych ka-
ment v tubulech (Rovenska, Kucera, 2018; Ledvina et al., 2020). Degradace glutaminu deami-
naci je druhym nejvyznamnéjSim prispévatelem k odstranéni dusiku z téla (Fontana et al.,
2018). Glutamin je syntetizovan v kosternim svalstvu, jatrech, plicich a adipocytech, odkud je
krvi veden do ledvin, stiev, bunék imunitniho systému, mozku a také zpét do plic a adipocytu;
je nejvyznamnéjsi transportni formou amoniaku v krvi (Cruzat et al., 2018; Fontana et al.,

2018). V ledvinach je v mitochondriich tubularnich bunék soustavou L-glutamin amidohydro-
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lasa (glutaminasa, GLS, EC 3.5.1.2) / L-glutamat:NAD+ oxidoreduktasa (deaminaéni) (gluta-
matdehydrogenasa, GLDH, EC 1.4.1.2) degradovan postupnou deaminaci na a-ketoglutarat,
jenz lze preménit na glukosu glukoneogenezi, hydrogenkarbonat nebo na oxid uhli¢ity a vodu.
Vznikly NHs reaguje s protonem a poté jako NH4* difunduje do lumen tubuld, coz pfispiva
Kk ionickému transportu dalSich molekul NHs. Amoniogenezi 1ze vyloucit proton do moci bez

ovlivnéni jejiho pH (Matous et al., c2010; Fontana et al., 2018).

Metabolismus sacharidli v ledvindch zavisi na stavu organizmu, pH prostiedi a koncentraci
glukosy a pyruvatu v krvi. Za fyziologickych podminek ledviny produkuji glukosu, pfi hlado-
veéni se zvysuje glukoneogeneze 1 na vyssi intenzitu na gram tkané€ nez v jatrech. Glukoneoge-
neze probihd v proximalnim tubulu. Za fyziologickych podminek je zdrojem laktat, jehoz vyu-
ziti zavisi na pH vnitiniho prostfedi, pyruvat, jehoz vyuziti zavisi na jeho koncentraci v krvi,
nebo glukogenni aminokyseliny. Pti hladovéni jsou zdrojem aminokyseliny podléhajici deami-
naci (napf. glutamin), pfi¢emz tento proces reguluje kortizol. Glykolyza probiha v celém
nefronu kromé proximalniho tubulu. Pfi zvySeni glykémie nad rendlni prah pro glukosu (cca
10 mmol-17) neni ledvina schopna ji vstiebat cele zpét a vyluéuje ji moci (nastavé glykosurie)

(Matous et al., c2010; Rovenska, Kucera, 2018).

Lipidy jsou v ledvinach vyznamnym zdrojem energie. Mastné kyseliny jsou vyuZivany
v kuife, v nefronu hlavné v proximalnim tubulu, a zevni dieni. V nefronu jsou vychytdvany a
téz predavany do krve volné 1 esterifikované mastné kyseliny a jejich oxidace je v ledvinach
velmi intenzivni a aktivuje transport organickych kationti. Ledviny mohou v mensi mife syn-
tetizovat ketolatky z dlouhych rozvétvenych mastnych kyselin de novo, zaroven ale napt. ace-

toacetat je intenzivné vychytavan a preménovan (Matous et al., c2010).

Mocovina je hlavni latkou pro odstranéni dusiku (toxického amoniaku) z téla. Tvofi se v jat-
rech jako odpadni produkt bilkovinného metabolismu, poté je krvi transportovana do ledvin,
kde je v Henleové kli¢ce sekrenovana a v tubulech reabsorbovana do krve. Tvofi pfiblizné po-
lovinu hmotnosti suSiny moce a je tak jeji hlavni slozkou (Fontana et al., 2018; Ledvina et al.,
2020).

2. 1. 3.1 Kreatinin

Kreatinin (systematickym nazvem 2-amino-1-methylimidazolin-4-on) je cyklicka dusikata or-
ganicka latka, jenz je druhou nejvice vyluCovanou dusikatou odpadni latkou v mo¢i hned po

mocoving€. Denn¢ je kreatininu za fyziologickych podminek vylu¢ovano 20 — 25 mg/kg télesné



hmotnosti (Ledvina et al., 2020). Kreatinin vznika neenzymatickou dehydrataci kreatinu (viz
obr. 2). Kreatin je pfiblizné z poloviny ziskdvan z potravin na bazi bilkovin a z poloviny
endogenni syntézou. Endogenni syntéza zacina transamidinacni reakci argininu a glycinu
pomoci enzymu glycin amidinotransferasy (L-arginin: glycine amidinotransferasa, AGAT, EC
2.1.4.1) za vzniku ornithinu a guanidinacetatu v ledvinach. Glykokyamin je pak pfenesen do
jater, kde je methylovan S-adenosylmethioninem enzymem S-adenosyl-L-methionin: N-
guanidinoacetat methyltransferasa (guanidinoacetat methyltransferasa, GAMT, EC 2.1.1.2) na
kreatin. Ten je pak krvi dopraven do kosternich svall, kde je reverzibiln¢ fosforylovan na
fosfokreatin enzymem ATP:kreatin N-fosfotransferasou (kreatinkinasa, CK, EC 2.7.3.2).
Fosfokreatin slouzi jako zdroj energie pro mozek a kosterni a srde¢ni svalstvo béhem prvnich
par sekund intenzivniho svalového nebo nervového usili, kdy predava fosfat na ADP za vzniku
ATP pomoci guanidinfosfatové skupiny. Pomér kreatinu a fosfokreatinu je ptiblizné 40:60.
Denné je ve svalech piiblizné¢ 1-2 % kreatinu a fosfokreatinu neezymaticky cyklizovano na

kreatinin (Matous et al., c2010; Allen, 2012; Wishart et al., 2022).

Mnozstvi kreatininu je nejvyznamnéji ovlivnéno mnozstvim svalové hmoty, jelikoz svalova
hmota je pfimo tmérna mnozstvi kreatinu (Zima et al., 2009). Kreatinin je za fyziologickych
podminek filtrovan glomeruldrnimi procesy a téméf nedochéazi k resorpci, coz dokazuje jeho
koncentra¢ni kvocient (= konc. v moci: konc. v krvi), jenz je roven 133 (Ledvina et al., 2020).
Proto je pouzivan pro stanoveni hodnoty glomerularni filtrace pomoci hodnoty clearance endo-
genniho kreatininu. Vzhledem k tomu, Ze je jeho vylu¢ovani oproti ostatnim vylu¢ovanym lat-
kam relativné konstantni, pouziva se jako normalizacni parametr pro metabolické analyzy.

(Zima et al., 2009; Racek & Rajdl, [2021])
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Obr. 2: Schéma syntézy kreatininu. Pfevzato a upraveno dle Matouse et al. (c2010).
2. 2 Kancerogeneze

Jako kancerogenezi ozna¢ujeme mnohastupiiovy proces vzniku nadoru, ktery mize trvat meé-
sice aZ roky. Nador (t€Z novotvar, tumor a dal$i ndzvy) zahrnuje velkou skupinu nemoci, jez se
vykazuji vznikem abnormadlnich patologickych bunék schopnych nekontrolovatelného (auto-
nomniho) ristu (Hanahan & Weinberg, 2011; Cvek et al., 2023). Jedna se o genetické onemoc-
néni, jelikoz zapocitava velké mnozstvi patologickych zmén v genetické vybaveé buiky. Muize
postihnout jakoukoliv ¢ast téla a rozsifit se (metastazovat) do dalSich organt a tkani (Cvek et
al., 2023). Je také celosvétovou druhou nejcastéjsi pii¢inou tmrti (Dattani et al., 2023). Nékteré
nadory vychazeji ze skupiny buné¢k, vétSina vSak z jedné buiiky (tzv. monoklonalni poc¢atek).
V ramci kancerogeneze rozliSujeme tf1i stadia, a to iniciaci, promoci a progresi (Necas, 2021;
Cvek et al., 2023).

Ve stadiu iniciace dochazi u somatické buiiky k mutaci jednoho nebo vice fidicich (,,driver*)
geni, ¢i epigenetické informace, pfi€¢emz tyto zmeény nejsou letdlni a jsou predavany na dcefiné
bunky. Pouze fidici mutace jsou pii¢inou zahéjeni stddia iniciace, promoce a progrese. Velka

vétSina vzniklych mutaci jsou pasazérské mutace, které vznikaji vétSinou v disledku genové



nestability iniciovanych bunék. Iniciované bunky tak ziskavaji nové vlastnosti, mezi které patii
napt. vys$i odolnost vici apoptdze, zvysSena proliferace nebo snizena schopnost opravy DNA
(Necas, 2021). Toto stadium je spusténo bud’ Spatnou ¢i Zddnou opravou mutaci DNA vzniklych
bud’ pfirozen¢ nebo vlivem mutagent (Cvek et al., 2023). Mutageny jsou bud’ chemické povahy
(napf. alkyla¢ni latky nebo aflatoxiny), fyzikalni povahy (ultrafialové a ionizujici zafeni) nebo
biologické povahy (papilomaviry a nékteré retroviry). K iniciaci kancerogeneze také dochazi

pomoci vlivu vzacnych dédi¢nych predispozic (Basu, 2018; Necas, 2021).

Mezi tidici geny patii protoonkogeny a tumor-supresorové geny (Morjaria, 2021). Protoon-
kogeny jsou geny podporujici rist, migraci a déleni bunék a sebeobnovu pii bunééném déleni.
K mutacim, které¢ protoonkogeny méni na onkogeny, dochazi ¢asto vlivem translokace, ampli-
fikace nebo bodové mutace. Tyto mutace zvysuji i¢innost produktii téchto gent (transkripénich
faktorti, signdlnich drah, receptorti) a dochazi tak k trvalé aktivaci kaskady mitogenem aktivo-
vané proteinkinasy (MAPK), coz zplsobuje proliferaci bez mitogenniho signalu. Tumor-supre-
sorové geny koduji molekuly, jenz spousti apoptdzu, omezuji bunécné déleni regulaci bunéc-
ného cyklu, migraci, ovliviiuji bunéénou diferenciaci nebo napt. opravuji poskozenou DNA
(Necas, 2021; Cvek et al., 2023). Celkové tedy hlidaji integritu DNA (,,gate keepers®) nebo
jsou za ni piimo zodpovédné (,,care takers*) (Cvek et al., 2023). Onkogenni mutace téchto genti
jsou inhibi¢ni vlivem snizeni exprese téchto genti nebo ucinnosti jejich bilkovinnych produkta.
Dg¢je se tak casto v dusledku epigenetickych procesi, deleci ¢asti chromozomi nebo bodovych
mutaci (Necas, 2021). Nastava tak deregulace bunééného cyklu, coz vede ke genové nestabilité
a proliferaci. K nékterym mutacim tumor-supresorovych genti piispiva geneticka predispozice

(Necas, 2021; Cvek et al., 2023).

V ramci stadia promoce jsou v iniciovanych buiikach, jez unikly imunitnimu systému, hro-
madény dalsi genetické €i epigenetické mutace, coZ zplisobuje vyraznéjsi odchyleni od fyzio-
logického chovani bun¢k (Necas, 2021; Cvek et al., 2023). Dle diferenciace (mira podobnosti
s tkani, ze které vznikl nador), rychlosti rGstu a ohraniceni rozliSujeme nadory na benigni a
maligni, pfipadné premaligni (benigni nddory casem piechdzejici do maligniho stadia) a semi-
maligni (vykazujici znaky benignich i manignich nadortt). Benigni nadory jsou tvofeny vysoce
diferenciovanymi bunikami, rostou vétSinou pomalu a jsou ohranieny vazivovym pouzdrem.
Pro organismus jsou $kodlivé hlavné utlacovanim okolni tkdn€, nebo u nadorti endokrinnich

organd narusovanim homeostazy nadprodukci hormont (Necas, 2021; Cvek et al., 2023).

Ve stadiu progrese dochazi k dalSim zasadnim zméndm vlastnosti nadorové transformova-

nych bunék, a tedy k vzniku maligniho naddoru (Basu, 2018; Necas, 2021). Rtst nadoru se stava
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nezavislym na pusobeni rustovych faktorti a na koordinaci s regula¢nimi mechanismy jeho
okoli a jeho genom je zavazn¢ porusen. V samotném stadiu progrese nastavd zména v prote-
omu, prestava syntetizovat normalni komunikac¢ni molekuly a zacina syntetizovat nadorové
specifické molekuly, roste 1 invazivné pomoci vybézkl (invadopodii) do okolnich tkéni, diky
¢emuz mohou jeho buiiky proniknout i do krevniho a lymfatického cévniho systému. Takto se
maligni nddor mlize pomoci svych prilnavych molekul rozsitit do anatomicky vzdalenych ¢asti
téla a vytvorit metastaze (sekundarni nadorova loziska). Ty byvaji neidentické s piivodnim na-
dorem, ale jsou od né&j odvozené, a destruktivnéjsi (metastaze jsou Castou pticinou celkového
katabolismu, jenz vede k organovému selhani a smrti). Rozvojem maligniho nadoru se snizuje
diferenciace a funkce bunék, a naopak zvysuje heterogenita nadoru (Necas, 2021). Subkulturou
nadoru jsou rakovinné kmenové bunky (,,cancer stem cells”, CSC). CSC mohou vzniknout
z kmenovych bun¢k nebo ze somatickych bunék. Dokazi fidit iniciaci nadoru, svou schopnosti
sebeobnovy bez diferenciace dokazi obnovit nador po jeho potlaceni a jsou rezistentni k nado-
rové terapii. Byly nalezeny jejich biomarkery, jenz slouzi k diagnéze, prognoze a sledovani

terapie nadorového onemocnéni (Walcher et al., 2020; Necas, 2021).

Vlivem riistu maligniho nadoru nestaci jeho zdsobovani kyslikem a Zivinami a odvadéni
metaboliti a CO; difuzi (ta dostacuje pouze do velikosti nadoru piiblizné 1 mm?). Vlivem takto
vzniklé hypoxie, acidézy a nedostatku zivin se builky vice¢etné metabolicky adaptuji, napft.
zmnozenim monokarboxylatovych transportért MCT1 a MCT4 (pro ucinny odvod kyseliny
mlécné) nebo Warburgovym efektem, coz je jev, kdy buiiky preferuji anaerobni glykolyzu a
aktivaci pentdzového cyklu (Warburg, 1956; Necas, 2021; Pouysségur et al., 2022). Hypoxie
nadorové tkané také skrze stabilizaci transkripéniho faktoru HIF-1a, a tak iniciovanou produkci
ristového faktoru VEGF, vyvolava novotvorbu cév (neovaskularizaci). Neovaskularizaci téz
vznika stroma nadorové tkang. Vnitini prostfedi obsahuje vlivem nedokonalé neovaskularizace
a nespravné mikrocirkulaci loziska hypoxie a acidézy. Makrofagy diferencované do M2
fenotypu v bunééné casti jsou zodpovédné za ochranu nadorovych bunék pted cytotoxickou

imunitni reakei produkci cytokint IL-10 a TGF-f (Necas, 2021).

Maligni nadory lze dle stupné diferenciace, piivodni tkané ¢i organu klasifikovat. Dle pi-
vodni tkan¢ jsou déleny na karcinomy (vznik z epiteld, nejcastéjsi), sarkomy (vznik z mezen-
chymu), leukemie a lymfomy (nédory krvetvorné tkan¢), neuroektodermalni (vznik z bun¢k
nervového systému), germinalni a smiSené nadory. Rozsah naddorového postizeni je nejcastéji

hodnocen dle systému TumorNodiMeta (TNM klasifikace) (Necas, 2021; Cvek et al., 2023).
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2. 3 Karcinom ledvin

Karcinom ledvin (,,renal cell carcinoma®, RCC) je nejcastéjsi podskupina nadorovych one-
mocnéni ledvin (tvoii 90 % ptipadi), jenz vznikaji z bunék epitele ledvin (Ervik et al., 2021;
Bukavina et al., 2022). Za rok 2020 celosvétové piibylo piiblizné 430 000 ptipadd rakoviny
ledvin (a zemfelo piiblizné 180 000 pacienttt), z toho v Ceské republice 3 314 piipadd (a ze-
mielo 1 150 pacienttl) (Ervik et al., 2021). Ceska republika ma v Evropé nejvyssi incidenci
rakoviny ledvin u muzt a druhou nejvyssi primérnou incidenci po Litvé (Ervik et al., 2021).
V CR navzdory rostouci incidenci velmi mirné klesa mortalita (viz obr. 3) (Dusek et al.,
[2005]). RCC ma celkem S$patnou prognozu, jelikoz miry 3letého celkového preziti jsou 58 %
a pétiletého celkového preziti jsou 49 % (Wahlgren et al., 2013). U metastatického RCC je
prognoza vyrazné horsi, jelikoz mira celkového pteziti po 1, 3 a 5 letech byla 49,4 %, 18,9 % a
8,2 % (Tsimafeyeu et al., 2017).

C64 = ZH ledviny nimo panvicku - Incidence

Yiuoj v Caze -4 Mortalita

Poctet pripadd na 100 000 ozob

Zdroj dat: 0ZIS CR
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Obr. 3: Graf incidience a mortality nadort ledviny mimo panvicku (kam spada i RCC) v Ceské
republice. Pfevzato z http:/www.svod.cz.
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Incidence rakoviny ledvin je mirné zvysena u déti do 10 let (vlivem Wilmsova tumoru neboli
nefroblastomu, jenz je nejcastéj$im détskym naddorovym onemocnénim ledvin neepitelidlniho
puvodu), nejnizsi je u pacientl mezi 10-24 rokem, s vys$sim vékem linearné stoupa a nejvyssi
je ve véku 70-80 let (Ervik et al., 2021; WHO Classification of Tumours Editorial Board, 2022;
National Cancer Institute, 2023). U déti a dospivajicich je karcinom ledvin relativné neobvyklé
onemocnéni, pficemz nejcastéjsi histologicky podtyp je transloka¢ni RCC s mikroftalmiovym
transkripcnim faktorem (MiT-tRCC) (Cajaiba et al., 2018; National Cancer Institute, 2023). Na
jejich pétileté celkové preziti ma vliv hlavné rasa, ptitomnost metastaz, typ operace a histolo-
gicky typ nadoru (Zhao et al., 2023). Mezi hlavni rizikové faktory u dospélych patii vék (nej-
vyssi vyskyt RCC je mezi 70—80 lety) a pohlavi (muzi tvoii pfiblizné dvakrat vétsi pocet paci-
entll nez zeny) (Ervik et al., 2021). Mezi rizikové faktory tykajicich se zivotniho stylu nalezi
napt. koufeni, n¢ktefi pramyslovi ¢initelé (Capitanio et al., 2019), uzivani nékterych analgetik
(Choueiri et al., 2014), dlouhodoba dialyza, hypertenze a obezita (Macleod et al., 2013). Mezi
genetické rizikové faktory patii autozomalné dominantni onemocnéni zptisobené zdrodecnymi
mutacemi gend, napt. mutacemi genu VHL zptisobujici von Hippel Lindautv (VHL) syndrom
(Latif et al., 1993), genu FH zptsobujici hereditarni leiomyomatosu a RCC (HLRCC) (Tomlin-
son et al., 2002), genu MET zapficinujici hereditarni papilarni RCC (HPRC) (Schmidt et al.,
1997) a genu FLCN zpuisobujici Birt-Hogg-Dubého (BHD) syndrom (Toro et al., 2008; Huang
et al., 2018). Naopak jako preventivni faktory vzniku RCC je oznacovana napi. zvySena fy-
zicka aktivita (Behrens & Leitzmann, 2013) a zvySeny piijem alkoholu (Xu et al., 2015). U
vSech histologickych typli RCC muliZe nastat vzacna sarkomatoidni diferenciace, ktera zhorSuje
progndzu (Blum et al., 2020). Karcinomy ledvin nejcastéji metastazuji do plic, jater a skeletu a

to hemangioinvazi (krevni cestou) (Cvek et al., 2023).
2. 3.1 Typy karcinomu ledvin

Histologicky lze karcinom ledvin rozdélit na nékolik typi, dohromady bylo popsano 21
hlavnich typi RCC (World Health Organization classification of tumours, 2022). Jejich
charakteristika je shrnuta v tabulce v priloze 1. Bylo také popsano sedm typt molekularné
definovanych RCC, jako napt. RCC s deficitem sukcinat:chinon oxidoreduktasy
(sukcinatdehydrogenasa, SDH, EC 1.3.5.1).

NejcastéjSim typem je jasnobunécny rendlni karcinom (ccRCC, nespravné nazyvany Grawitziv
tumor (Hora & Hes, 1998)). Je tvofen z jasnych bungk, které ziskaly nazev podle prisvitné

cytoplazmy zpusobené vysokym obsahem zasobnich kapének lipidi a glykogenu (Muglia &
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Prando, 2015). Mimo jiné je ve vétSin¢ piipadu spojen s mutaci genu VHL (Kaelin, 2004; Nabi
et al., 2018) Mutace VHL jsou ptevazné sporadické (ptiblizné 96 %), nebo familiarni (piiblizné
4 %, hlavn¢ vlivem VHL syndromu) (Cairns et al., 2011). VHL kéduje VHL protein (pVHL),
ktery po vytvoreni komplexu VBC (s elonginem B a C, celulinem 2 a dal§imi bunéénymi
proteiny) reguluje mimo jiné hladinu HIF-lo a HIF-2a svym navazanim, ¢imz spusti
polyubikvitiniaci, a tedy jejich degradaci. Pokud k regulaci nedochazi vlivem defektu VHL
nebo nedostatkem kysliku, tak tyto HIF transkripcni faktory zplsobuji zvyseni transkripce
MRNA, jenz kéduje ristové faktory jako napt. vaskularni endotelialni riistovy faktor (VEGF),
rustovy faktor odvozeny z beta krevnich desticek (PDGFB) nebo transformujici ristovy faktor
alfa (TGFA), které jsou zasadni pro rozvoj nadoru (Barry & Krek, 2004; Kim & Kaelin, 2004;
Nabi et al., 2018). Existuje vice histologickych a genovych podtypi ccRCC. Nejcastéjsi
podtypy jsou ccA a ccB, jenz se 1i$i hlavné v progndze a exprimovanych genech. Typ A mé
vyrazng lepsi prognézu nez typ B a jsou pfi ném nadmérné exprimovany geny spojené se
slozkami drah hypoxie a angiogeneze (jez jsou u ccRCC disregulovany) a se slozkami
metabolismu mastnych kyselin a organickych kyselin (Brannon et al., 2010; Muglia & Prando,
2015). Dalsim podtypem ccRCC je multilokularni cysticky RCC, jenz zahrnuje 5 % ptipadi
ccRCC (v poméru 3:1 pro muZze a Zeny) Je charakterizovan deleci 3p a velmi dobrou prognézu,
jelikoz je od ledviny oddélen vazivovym pouzdrem a nevyskytuji se pfi ném metastaze (Zhou

& He, 2013; Muglia & Prando, 2015).

Druhym nejc¢astéjSim histologickym typem je papilarni renélni karcinom (pRCC), ktery ma
lepsi prognozu nez ccRCC (Muglia & Prando, 2015). Mlze byt bud’ indolentni, bilateralni a
multifokalni, nebo se vyskytuje jako solitarni 1éze, které maji agresivni klinicky prubéh (The
Cancer Genome Atlas Research Network, 2016). RozliSujeme dva typy pRCC dle histologie a
biologického chovéani — typ 1 (bazofilni) a typ 2 (eozinofilni), ktery se dale déli na tfi podtypy
dle molekuldrnich a fenotypovych znakd. Typ 1 napf. vice exprimuje cytokeratin 7 nez typ 2
(Delahunt & Eble, 1997; Delahunt et al., 2001; Muglia & Prando, 2015; The Cancer Genome
Atlas Research Network, 2016). Papilarni RCC se objevuje bud’ jako sporadické ¢i familiarni
onemocnéni. Familiarni pRCC je spojen s HLRCC, a tedy mutaci v tumor supresorovém genu
FH (Kiuru et al., 2001), a s HPRC, a tedy mutaci v onkogenu MET (Schmidt et al., 1997; Yang
etal., 2021). V typu 2 je napt. zvySena exprese drahy NRF2-ARE. Pokud se u typu 2 vyskytuje
CIMP a ztrata CDKNZ2A, je progndza zhorSena (The Cancer Genome Atlas Research Network,
2016).
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Ttetim nejCastéjSim histologickym typem je chromofébni renalni karcinom (chRCC nebo
crRCC). Metastazy se vyskytuji pouze v 7 % ptipadd, coz je i jednim z divodi pro¢ ma tento
typ nejlepsi prognézu z RCC. Magnetickou rezonanci jsou nalezy chRCC nerozeznatelné od
onkocytomu (benigni naddory tvofené z interkalovanych bunék typu B z kortikdlnich sbérnych
kanalkt) (Muglia & Prando, 2015). Ztrata transkripcniho faktoru HNF1B a mutace TP53 miize
vést k agresivnéj$§imu fenotypu s aneuploidii a zvySenou bunéénou proliferaci (Sun et al.,
2017). Chromofobni RCC se opét objevuje bud’ jako sporadické ¢i familiarni onemocnéni.
Familiarni chRCC je spojen s BHD syndromem, a tedy mutaci v genu FLCN (Pavlovich et al.,
2002), a s Cowdenovym syndromem, tedy mutaci genu PTEN (Shuch et al., 2013). VSechny
chRCC maji zvySenou expresi genti kddujicich enzymy Krebsova cyklu (naopak u ¢ccRCC je
jejich exprese potlacena), coz odpovidd zvySenému vyuziti Krebsova cyklu a elektronového
transportniho fetézce pro tvorbu ATP u tohoto typu RCC (Davis et al., 2014). Nastava také
zvySeni po¢tu mitochondrii, coz miize byt kompenzace nelc¢innosti oxidativni fosforylace

zpusobené ztratou komplexu I (Gasparre et al., 2008; Davis et al., 2014).

Jako Ctvrty nejCastéjSi typ jsou nezatazené karcinomy ledvin (uURCC). Kromé vyse
jmenovanych typt jsou mezi hlavnimi typy RCC napi. RCC se zménou v TFEB, karcinom
sbérného (cdRCC), renélni medulérni karcinom s deficitem SMARCBI (dfive pouze medularni
renalni karcinom (mRCC)) a mucindzni tubularni vietenobunéény karcinom (MTSCC) (Muglia
& Prando, 2015; WHO Classification of Tumours Editorial Board, 2022; Alaghehbandan et al.,
2023).

2. 3. 2 Patobiochemie rakoviny ledvin

Zmény v biochemickych drahéch rakovin ledviny (tzv. metabolické preprogramovani) jsou
jako i u ostatnich druhti rakovin zptisobené chromosomalnimi fidicimi a poté i pasazérskymi
mutacemi (Hoerner et al., 2019; Necas, 2021). Tyto zmény zpusobuji aktivaci onkogennich
drah a jsou pro kazdy histologicky typ 1 podtyp odlisné, ale vzdy poskytuji nadorovym bunkam
selekéni vyhodu a jsou jednim ze zékladnich znaki rakoviny (Hanahan & Weinberg, 2011;
Masson & Ratcliffe, 2014; Necas, 2021). Nadorové buiiky také vyuzivaji alternativni bioche-
mické drahy kvili pfizplsobeni se stavu prostiedi (hypoxie, aciddza, apod.), stresu zpiisobeném
imunitnim systémem a l1éky a vysoké energetické spotfebe zpiisobené nadmérnou proliferaci a
celkovym rastem nadoru. Tyto alternativni metabolické drahy jsou s onkogenimi drahami spo-
jeny v mnoha bodech. Prikladem vyuziti takovéto alternativni drahy je napt. Warburglv efekt,
nebo glutaminasova draha (Warburg, 1956; Masson & Ratcliffe, 2014; Nabi et al., 2018).
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Vlivem mutace VHL (vyskyt asi u 80 % RCC) (Kinnaird et al., 2016) a hypoxie (pokud
nastane ztrata pVHL, tak hypoxie nemusi byt pro aktivaci HIF pfitomna (Myszczyszyn et al.,
2015)) je metabolismus rakovinnych bunék pfeprogramovan stabilizaci transkripénich faktora
HIF-1o (fungujici jako nadorovy supresor) a HIF-2a (fungujici jako onkogen) (Zhu et al.,
2023). HIF-1a zpusobuje (kromé vySe zminénych efektt v kapitole Typy karcinomu ledvin)
zvySeni anaerobni glykolyzy a potlac¢eni oxidace glukosy v mitochondriich indukci ATP:[py-
ruvat dehydrogenasa (acetyltransferova)] fosfotransferasy (pyruvatdehydrogenasova kinasa,
PDK, EC 2.7.11.2), a tak sniZzenim vstupu pyruvatu do mitochondrii (naruseni Krebsova cyklu)
a zvySenim produkce laktatu, ¢imz podporuji bunécnou proliferaci a odvraci bunéénou smrt
v disledku nedostatku kysliku. Tento jev se také nazyva Warburgiv efekt (viz obr. 4)
(Warburg, 1956; Papandreou et al., 2006; Kinnaird et al., 2016; Nabi et al., 2018; Zhu et al.,
2023).
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napojeny metabolismus laktatu (DHAP piedstavuje dihydroxyacetonfosfat, GA3P glyceraldehyd-3-
fosfat, 3PG 3-fosfoglycerat a MPC mitochondridlni pyruvatovy nosi¢). Pfevzato a upraveno dle
DeBerardinise & Chandela (2020) a D'Elia Zanella & Borgesové (2021).

Vysokd produkce laktdtu a pyruvatu v dasledku tohoto jevu je také jednim ze
zékladnich rozliSovacich znakll zdravych kontrol a pacienti s RCC, a nckterymi dalSimi
karcinomy, jak ve tkanich (Dong et al., 2016), tak v moci (Ragone et al., 2016). HIF-1a také
zvySuje expresi glykolytickych enzymi (umoctujicich tak Warburgtv efekt), jako jsou ATP:D-
hexosa 6-fosfotransferasy (hexokinasy 1 a 2, HK1 a HK2, EC 2.7.1.1) (S)-laktat:NAD+



oxidoreduktasa (laktatdehydrogenasa A, LDH-A, EC 1.1.1.27), ATP:3-fosfo-D-glycerat 1-
fosfotransferasa (fosfoglyceratkinasa 1, PGKI1, EC2.7.23) a ATP:pyruvat 2-O-
fosfotransferasa (pyruvatkinasa, PKM2, EC 2.7.1.40), pficemz vysoka exprese HK2 a hlavné
LDH-A je spojena s nejhorsi prognézou ccRCC (Fantin et al., 2006; Xie & Simon, 2017; Zhao
et al., 2017; Soni & Hartman, 2023; Zhu et al., 2023). Laktat se zasadné podili na tvorbé a
udrzovani nadoru a pii 1écebné odpoveédi (di Meo et al., 2022). Kromé zvyseni koncentrace
HIF-1, jsou pii Warburgove efektu aktivovany napt. také transkripéni faktory c-Myc a NF-kB
(Shim et al., 1997; Johnson & Perkins, 2012; di Meo et al., 2022). Jeho dal$imi efekty jsou
napiiklad bunécna signalizace, napt. syntézou a regulaci reaktivnich forem kysliku (ROS) a

zménami stavu chromatinu (Liberti & Locasale, 2016).

ZvySena rychlost glykolyzy rakovinnych bunék spotfebovava vétsinu zivin v okolnim
mikroprostfedi, coz vyznamn€ podporuje tvorbu nadorového mikroprostiedi a snizuje
schopnost reakce T-lymfocyti (Cassim & Pouyssegur, 2020). Vzhledem k tomu, ze glukosa je
v RCC hlavnim zdrojem energie kvili preferenci anaerobni glykolyzy, jsou v nadorovych
buitkach hojné syntetizovany glukosové transportéry GLUT-1, které v bunkdch RCC
vychytavaji glukosu a na nichz jsou tyto buinky zivotn¢ zavislé (Chan et al., 2011; Liu et al.,
2012). Uptednostnéni anaerobni glykolyzy mize byt také indukovano sniZenim poctu enzymu

D-fruktosa-1,6 1-fosfohydrolasy (fruktosa-1,6-difosfatasa, FBP1, EC 3.1.3.11) (Li etal., 2014).

Zménu v Krebsové cyklu, vlivem aktivace transkripénich faktord HIF, vyvolava také ab-
sence nddorového supresoru (S)-malat hydro-lyasy (fumarét hydratasa, FH, EC 4.2.1.2) u né¢-
kterych typtt RCC (napf. u pRCC typu 2 (The Cancer Genome Atlas Research Network, 2016)).
Tato zména se u RCC projevuje charakteristicky snizenim koncentrace (vlivem vySe zminénych
faktorl) a zménou poméru fumaratu a malatu (vlivem absence FH) (Isaacs et al., 2005; Dong
et al., 2016).

Preprogramovani metabolismu aminokyselin je pro RCC velmi dlilezité, jelikoZ aminokyseliny
jsou nezbytnymi nutri¢nimi substraty, zdroje energie a faktory pro proliferaci a tvorbu metastazi
RCC, jelikoz jsou spojeny s metabolismem glukosy, nukleotidl a lipidi (Boroughs & DeBerar-
dinis, 2015; Zhang et al., 2022). Metabolismus aminokyselin se také vyrazné podili na
ferroptoze (programovana bunécné smrt zavisla na intracelularnim Zeleze fizena mnoha mole-
kularnimi a metabolickymi cestami) (Dixon et al., 2012; Yang et al., 2022) anebo 1ékové rezi-
stenci, napf. udrzovanim redoxni homeostazy a biosyntetickych procest, regulaci epigenetické
modifikace, tvorbou protirakovinné imunitni reakce nebo imunosupresivniho mikroprostredi

(Yoo & Han, 2022).
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Glutaminasova drdha (viz obr. 5) je aktivovana pouze u rakovinnych bunck vlivem
reprogramovani. Jejim prostfednictvim je glutamin pfeménovan na glutamat, ktery zvysuje
syntézu aspartatu a o-ketoglutaratu skrze Krebstiv cyklus. Aspartat, a tedy i1 glutamin, je pro
rast nadoru nezbytny, jelikoz je v buiikach s mutacemi ve VHL nepiimo potiebny pro syntézu
DNA (skrze syntézu pyrimidind) a potiebny pro syntézu esencialnich lipida, citratu
a glutathionu (vyznamny antioxidant pro boj se stresem) (Okazaki et al., 2017; Nabi et al.,
2018; Zhu et al., 2023). Bunky RCC jsou tak zavislé na exogenni dodavce glutaminu (Hoerner
et al., 2019). Tato draha je také spoluzodpovédna za rezistenci vici cilené terapii (Okazaki et
al., 2017).

Zmény v metabolické draze tryptofanu u RCC byly identifikovany jako mozny zpisob, jak
rozlisit RCC a ostatni typy rakovin (Liu et al., 2019). Drahy pfemény tryptofanu vedouci k syn-
téze imunosupresivnich latek, jako napt. kynurenin, chinolinat jsou u RCC silné upfednostnény
oproti drahdm vedoucich k syntéze ostatnich sloucenin (napf. k serotoninu a indolacetatu)
(Wettersten et al., 2015) Metabolity tryptofanu se mohou také podilet na kancerogenezi obecné
(Chung & Gadupudi, 2011).
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Obr. 5: Schéma glutaminasové drahy s propojenim glykolyzy, Krebsova a mocovinového cyklu. Plné
modré metabolity jsou metabolity glutaminasové drahy a naslednych produkts, fialové
metabolity jsou produkty glykolyzy, bile vyplnéné modré ramecky predstavuji ostatni
metabolity (metabolity Krebsova cyklu a glukosu). Pievzato a upraveno dle Sowerse et al.,
2021.
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U nékterych genti, které jsou soucasti mocovinového cyklu, napt. u genti kodujicich L-
arginin, NADPH:kyslik oxidoreduktasu (tvofici NO) (syntasa oxidu dusnatého, NOS,
EC 1.14.13.39) a L-arginin amidinohydrolasu (arginasa 2, ARG2, EC 3.5.3.1), je sniZena
exprimace (Pandey et al., 2020). V metabolismu vitamini je u RCC odli$na produkce nékterych
vitamind, napf. zvySena koncentrace vitaminu E, kterda miize byt u RCC zpiisobena nadmérnym
ptijmem lipidd a mastnych kyselin (Mardones & Rigotti, 2004; Catchpole et al., 2011), nebo
potiebou ochrany nadorovych bun¢k pred vysokym oxidacnim stresem (Ham & Liebler, 1997,

Catchpole et al., 2011).

V ranném stadiu RCC jsou v mo¢i nékteré acylkarnitiny jako napi. 2-methylbutyrlykarnitin,
propionylkarnitin, acetylkarnitin, isobutyrylkarnitin, a taky L-karnitin snizeny oproti zdravym
kontrolam, ale v pokroc¢ilém stadiu RCC jsou naopak zvyseny. Acylkarnitiny maji cytotoxickeé,
ale 1 imunomodulaéni vlastnosti, které mohou byt prosp&sné pro rist a preziti nadoru (Ganti et
al., 2012). Jsou produkty katabolismu BCAA (aminokyselin s rozvétvenym fetézcem) a tak
jejich vyssi hladina miize také odrazet vyssi potiebu BCAA pro metabolismus RCC (Newgard
et al., 2009; Ganti et al., 2012). Acylkarnitiny mohou byt spoluzodpovédné za chemorezistenci
RCC, jelikoz zvysuji oxidaci mitochondridlnich mastnych kyselin a mohou tak podporovat
mitochondridlni rozpojovani (,,uncoupling®), které by mohlo byt pfi¢inou chemorezistence

RCC (Samudio et al., 2009; Ganti et al., 2012).

NejcastéjSim a také nejvice zmapovanym histologickym typem rakoviny ledvin je jasnobu-
nécny karcinom. U néj jsou nejpatrnéjsi zmeény v metabolismu glukosy a oxidativni fosforylace
(Cassim & Pouyssegur, 2020). Ve vétSiné piipadll je spojen se ztratou VHL, je u néj patrny
silny Warburgiiv efekt, zvlasté u pozdéjsich stadiich tohoto onemocnéni (The Cancer Genome
Atlas Research Network, 2013) a mé aktivni glutamindsovou drahu (Cassim & Pouyssegur,
2020). Je v ném, vlivem mutaci VHL, zménén metabolismus lipidi a glukosy, coz dokazuje
prasvitna cytoplazma, ktera je zptisobena vysokou akumulaci zasobnich kapének lipidii (hlavné
cholesterolu, mastnych kyselin a triglyceridtl) a glykogenu. Jejich vznik je zptisoben zpomale-
nim transportu lipidd do mitochondrii vlivem HIF (Du et al., 2017; Zhu et al., 2023). Tyto
lipidova a glukosova depozita také slouzi jako ochrana pted hypoxii a farmakologickou toxici-
tou (Qiu et al., 2015). V ramci metabolismu lipidi je u ccRCC zvysena syntéza mastnych
kyselin a ukladani do zéasobnich kapének a sniZena jejich spotieba a B-oxidace, coZ ma za
nasledek zvyseni syntézy bunééné membrany a proliferaci (Zhu et al., 2023). U ccRCC je také
zintenzivnéno vyuziti pentozofostatoveé drahy (PPP) pro tvorbu vice NADPH k udrzeni redoxni

homeostazy, ochranu pted poskozenim bunék vlivem ROS (Nogueira & Hay, 2013) a pro
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dostatek ribosa-5-fosfatu pro syntézu nukleotidti (Jiang et al., 2014). Buniky ccRCC maji
snizenou koncentraci nebo jim Uplné chybi L-citrulin:L-aspartat ligasa (tvofici AMP)
(argininosukcinat syntasa 1, ASSI1, EC 6.3.4.5), coz vede kjejich zavislosti na pfijmu

exogenniho argininu (Yao et al., 2021; Zhu et al., 2023).

Metabolismus ostatnich typti RCC neni tak dobie popsany jako u ccRCC, ale z velké ¢asti
odpovida obecnému metabolismu RCC. Napiiklad u pRCC je také pfitomen Warburgtiv efekt
a s tim spojend vysoka exprese glukosovych a monokarboxylovych transportérii (Almeida et
al., 2017). A u chRCC je oproti ccRCC napi. zména v hladin¢ lysofosfatidylcholini a
sfingomyelini a zména v koregulac¢ni siti lipidu (Schaeffeler et al., 2019). Dale byla u chRCC

utlumena biotransformace xenobiotik, jiz se ucastni cytochrom P450 (Pandey et al., 2020).
2. 3. 3 Diagnostika

Diagnoza a 1écba karcinomu ledvin byla diky identifikaci vice typtit RCC zpiesnéna, jelikoz
byla identifikovana jedinecna biologie jednotlivych podtypi, kterou je pfi 1€cbé nutno brat v
potaz (Maughan, 2022). Toto onemocnéni je dlouho asymptomatické, proto je diagnoza ztizena
a nalez je tak ndhodny (je diagnostikovan jako tzv. incidentalom). U pokroc¢ilych stadii RCC se
projevuje napi. makrohematurie (pfitomnost moci patrnd pouhym okem), vyrazna bolest v kii-
zové a bederni oblasti, hmatny tumor a paraneoplasticky syndrom (klinické projevy nadoru
Vv jiné tkani, nez ve které se nador nachazi) (Biichler, [2020]; Cvek et al., 2023). Muze byt také
pfitomna akutni renalni kolika. Casna stidia lze zachytit ultrazvukem, diagnéza je pak
uptesnéna kontrastni vypocetni tomografii (CT) bficha a panve. Doplitkovym vySetfenim pro
detailngj$i upfesnéni zasaZeni ledviny nddorem je magneticka rezonance (MR). Pro vylouceni
metastaz je provadéno scintigrafické vySetteni skeletu a CT mozku a plic (ptipadné rentgenové
vysetieni plic) (Cvek et al., 2023). Screening neni zaveden, jelikoz dosud nebyly identifikovany
zadné klinicky ovéfené biomarkery moci nebo séra, je relativné nizka prevalence onemocnéni

a je moznost faleSn¢ pozitivnich vysledkt (Diana et al., 2023).
2.3.4 Lécba

Zakladni 1éCba je parcialni ¢i radikalni nefrektomie (chirurgické odstranéni ¢asti nebo celé po-
Skozené ledviny), u pokrocilejSich stadii nadoru také lymfadenektomie (chirurgické odstranéni
Miznich uzlin). V ptipad€ kontraindikace a u pacientli se RCC solitérni ledviny se pfistupuje
k lokalni ablativni 1écbé stereotaktickou terapii a radiofrekvencni nebo mikrovinou ablaci

(Cvek et al., 2023). RCC neni citlivy na chemoterapii (Motzer & Russo, 2000).
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V ptitomnosti vzdalenych metastaz neni chirurgicky zakrok pouzivany, pouze v ptipad¢ ji-
nak nefesitelnych tézkych mistnich projevi (anemizace, krvaceni, invaze do travici soustavy
apod.), v pfipad¢ nizkého poctu bliz§ich metastaz je vykonavana metastazektomie (chirurgické
odstranéni vSech metastaz). Pokud neni metastazektomie mozna4, je 1écba provadéna stereotak-
tickou radioterapii a radiochirurgii. U mnohocetnych metastaz se ptistupuje k paliativni 1écbé
systémovou terapii (Cvek et al., 2023). Vétsinou se indikuji cilena terapie inhibitory tyrosinki-
nasové aktivity (TKI) a imunoterapie monoklonalnimi protilatkami — inhibitory imunitnich
kontrolnich bodt aktivujicich protinadorovou imunitu (napft. 1é¢iva nivolumab, pembrolizumab
a ipilimumab) (Biichler, [2020]; Maughan, 2022; Cvek et al., 2023). Dale se indikuje 1é¢ba
inhibitory angiogeneze (napi. inhibitory VEGF 1éCivy sunitinib, pazopanib, bevacizumap,
apod.) a inhibitory mTOR (napf. lé¢iva everolimus a temsirolimus), nebo kombinaci vyse uve-
denych systémovych terapii (Biichler, [2020]; Cvek et al., 2023). Systémova terapie se také
nékdy pouziva k adjuvantni (pooperaéni) 1é¢bé (Cvek et al., 2023). Dtive bylo RCC povazo-
vano za nevylécitelné onemocnéni, ale nedavné vysledky ukazuji caste¢nou nebo uplnou regresi
RCC, a to u 2-3 % pacientt 1é¢enych TKI a u pfiblizn€¢ 10 % pacientti 1éenych imunoterapii
(Biichler, [2020]).

Ve vyzkumu novych 1€¢iv a jejich klinickém testovani je n€kolik latek. Naptiklad inhibitor
glutaminasové drahy CB-839 (zptisobujici zastavu bunééného cyklu a neschopnost odolavat
oxida¢nimu stresu) je testovan na 1écbu ccRCC a metastatického RCC s dobrymi vysledky (Me-
ric-Bernstam et al., 2016). Dalsim ptikladem novych testovanych 1é¢iv jsou blokatory GLUT1
WZB117 nebo STF-31, které zpuisobuji nekr6zu nadorovych bunék, ale pro zdravou tkan nejsou
toxické, jelikoz ta vyuziva i jinych glukosovych transportérti (napt. GLUT2) (Chan et al., 2011;
Liu et al., 2012). Ve vyzkumu je také 1é¢ba inhibici enzymu glykolyzy (Kinnaird et al., 2016),

¢i deplece aminokyselin, ktera vede k vyhladovéni rakovinnych bunék (Butler et al., 2021).
2. 4 Metabolomika

Omické védy se zabyvaji analyzou velkého mnozZstvi dat, které reprezentuji celou danou
bunécnou strukturu na urcité trovni (Dai & Shen, 2022). Velké a zdkladni omické obory jsou
genomika, transkriptomika, proteomika a metabolomika (Kordalewska & Markuszewski, 2015;
Dai & Shen, 2022; Soni & Hartman, 2023). Genomika zkouma individualni variace na
zarodeCné¢ 1 somatické urovni prostfednictvim sekvenovani pozadovaného genomu,
transkriptomika zkouma veskerou RNA v dané ¢ésti organismu (tzv. transkriptom, jez je na

rozdil od genomu dynamicky) jejim sekvenovanim a proteomika se zabyva identifikaci,
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kvantifikaci, charakterizaci a funkcni souvislosti vSech exprimovanych proteini v dané ¢asti
organismu (tzv. proteom, ktery je také dynamicky) sekvenovanim nastépenych peptida (Dai &
Shen, 2022; Soni & Hartman, 2023). Metabolomika zkouma metabolom, kvalitativni
a kvantitativni soubor vSech nizkomolekularnich latek v dané ¢asti organismu v daném cCase
(Fiehn, 2001; Wood, c2021). Metabolom se sklada z vlastnich metabolitii, metaboliti
mikrobiomu (Visconti et al., 2019), xenobiotik nebo metabolitd ze stravy (Jain et al., 2019;
Dufour-Rainfray et al., 2020). V ramci vySe uvedenych omickych obord je metabolomika
nejkomplexnéjsi, jelikoz genom a proteom podléha epigenetickym a posttranslaénim
modifikacim, naopak metabolom odrazi funk¢ni troven biologického systému (i s vlivem
okolniho stresu), tedy nejaktualnéjsi stav — fenotyp (Kordalewska & Markuszewski, 2015; Agin
et al., 2016; Soni & Hartman, 2023). Metabolomika je vyuzivana pro hledani biomarkera
(méfitelné indikatory urcitého biologického stavu nebo podminek s biologickym vysvétlenim)
a popis zdravotnich ¢i patologickych stavi, jelikoZ mimo jiné pokryva Sirokou Skalu strukturné
heterogennich a fyzikalné-chemicky riznorodych molekul o koncentracich v rozsahu deviti
fadt (Dunn et al., 2005; Dufour-Rainfray et al., 2020). V dusledku riznorodosti metabolomu,
a tak nemoznosti jej zachytit jako celek jednou analytickou platformou, vznikly metabolomické
podobory, jako napft. lipidomika, metalomika nebo metabolomika malych molekul (Wood,

c2021).

V metabolomice je obecné¢ uzivano dvou ptistupti, a to necilené a cilené metabolomické ana-
1yzy. Necilend metabolomick4 analyza je pouZivdna pfi identifikaci novych oblasti metabo-
lismu (a dava tak vzniknout hypotézam (Naz et al., 2014; Soni & Hartman, 2023)), kde je ana-
lyzovano co nejvetsi mnozstvi analytli bez ptfedchozi znalosti jejich povahy a identity. Je pfi ni
provadéna minimalni pfediprava pro zachovani co nejvyssiho poctu metabolitd, ale i pies to
nejsou vSechny metabolity charakterizovany (Raterink et al., 2014; Agin et al., 2016). Pouziva
se pfi ni napt. infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci, spektroskopie nuklearni
magnetické rezonance (NMR) a hmotnostni spektrometrie (MS) ve spojeni s riznymi separac-
nim technikami (napf. plynovou a kapalinovou chromatografii), ¢i pfimym vsttikovanim (Naz

et al., 2014; Soni & Hartman, 2023).

Cilena metabolomicka analyza je uzivana pfi znamé hypotéze a pouziva se pro identifikaci
a také kvantifikaci koncentrace omezeného poctu zndmych a o¢ekavanych metabolitii. VétSinou
vyzaduje ptedchozi validaci méfenych molekul (Griffiths et al., 2010; Soni & Hartman, 2023).
K cilené metabolomické analyze se vyuZzivaji specifické signaly pro dané metabolity, coz vede

k vysoké presnosti a spravnosti, jako naptiklad pomoci monitorovani vybranych reakci (SRM)
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pii tandemové hmotnostni spektrometrii (MS/MS), nebo zaznamu vybranych ionti (SIR)
pomoci plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). Je potieba

specialni predupravy vzorku dle typu sledovanych metabolitt (Griffiths et al., 2010).
2. 5 Vybrané metabolomické analytické metody pro studium metabolomu

Mezi nejcastéj$i metabolomické analytické metody patii nuklearni magneticka rezonance
a (tandemova) hmotnostni spektrometrie v kombinaci s kapalinovou (LC) a plynovou (GC)
chromatografii, kapilarni elektroforézou nebo fotodiodovym polem (Moco et al., 2007).
Hmotnostni spektrometrie je nejcitlivéj$i a nejspecifictéjsi metodou pro identifikaci
a kvantifikaci metabolitt (Wood, c2021). Samostatné¢ nedokaze zadna technika analyzy
obsahnout cely metabolom, proto je pro jeho popis ucinnéjsi jejich kombinace (Moco et al.,
2007; Agin et al., 2016).

2. 5.1 Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (,,high-performance liquid chromatography®,
HPLC) je druhem kapalinové chromatografie, separacni techniky, jenZ separuje analyty na z4-
kladé¢ jejich afinité ke stacionarni fazi, pficemz mobilni faze je kapalina. Soucasti aparatury
HPLC je vysokotlaké ¢erpadlo, jenz umoziuje vhanéni mobilni faze s analyty do kolony pod
vétSim tlakem a mohou se tak pouZzivat mensi kolony s vyssi G€innosti za kratsi ¢as oproti bézné
kapalinové chromatografii. Pouzivaji se pti ni kolony o délce 10-100 cm (nejéastéji 10-20 cm)
s vnitinim primérem od 0,2 do 2 cm s velikosti ¢astic sorbentu pfiblizn€¢ mezi 1,1-50 pm
(nejéastdji mezi 5-10 pm) (Henry, 2014; K¥izek & Sima, 2015). Pro ochranu kolony se nékdy
pouziva predkolona zachycujici balastni ¢astice. HPLC se pouziva jak v systému normalnich
fazi (polarni stacionarni fadze a spiSe nepolarni mobilni faze), tak pfedev§im v systému
reverznich fazi (nepolarni stacionarni faze a spiSe polarni mobilni faze). Jako mobilni faze se
nejcastéji pouzivaji smeési vody, methanolu, acetonitrilu, tetrahydrofuranu ¢i dioxanu. (Ktizek
& Sima, 2015). Umoziuje separaci piedeviim tepelné nestalych a malo tékavych latek, ale
zaroven sloucenin Sirokého rozsahu polarity pouze s mirnou predipravou oproti GC (Hol¢apek,
2001; Moco et al., 2007). Pomoci kolon s reverzni fazi dokaze oddélit semipolarni slouceniny
(fenolové kyseliny, flavonoidy, alkaloidy a dalsi glykosylované latky) a pomoci hydrofilnich
kolon odd¢lit polarni slouceniny (cukry, aminocukry, aminokyseliny, vitaminy, karboxylové

kyseliny a nukleotidy). Nejcastéji se v metabolomické analyze vyuziva v sériovém zapojeni
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s hmotnostni spektrometrii (Moco et al., 2007; Zhang & Wang, 2022), kde toto spojeni ptidava
dalsi dimenzi analyzy (Holcapek, 2001).

2. 5. 2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je separacni technika zalozena na interakci nabitych ¢astic s elektric-
kym nebo magnetickym polem ve vakuu, ktera zahrnuje mnoho rtiznych metod s jedine¢nymi
vlastnostmi. Mize poskytnout jak kvalitativni, tak kvantitativni informace o analytu (Ho et al.,
2003; McCullagh & Oldham, [2019]). Hmotnostni spektrometr se sklada ze ¢ty hlavnich casti:
vstupu vzorku, iontového zdroje, analyzatoru a detektoru; jeho soucasti je i vakuovy systém
a pocitac (Greaves & Roboz, c2014; McCullagh & Oldham, [2019]).

2.5. 2.1 Ionizac¢ni techniky

V iontovém zdroji jsou pomoci ioniza¢nich technik tvofeny ze vzorku a matrice ionty v plynné
fazi, jelikoz s neutralnimi molekulami nelze manipulovat elektrickym nebo magnetickym
polem. Jsou tvofeny kladné a zaporné nabité molekularni a aduktivni ionty a u nékterych
nestabilnich latek 1 fragmenty vstupujici molekuly (Friedecky & Lemr, 2012; Greaves &
Roboz, c2014). Na zékladé¢ mnozstvi dodané energie pfi ionizaci lze ioniza¢ni techniky délit na
tvrdé a m&kké. Tvrdou ionizacni technikou je naptiklad elektronova ionizace (EI), kdy je
energie (cca 70 eV) pro ionizaci pieddvand z elektronti, pochazejicich ze zhavého vldkna uvnitf
vakuové komory, piimo na analyt. JelikoZ je pfedavana energie v nadbytku oproti potiebné
energii k ionizaci organickych latek, nazyva se EI tvrdou ionizacni technikou. Vytvoii se tak
velmi pocetné spektrum fragmentl analytu. Toto spektrum pak Ize dobfie identifikovat pomoci
knihovny spekter. Tato technika se nejcastéji vyuziva ve spojeni s GC (Greaves & Roboz,
c2014; McCullagh & Oldham, [2019]).

U me&kkych ioniza¢nich technik je dfive ionizovan reakéni plyn a az poté samotny analyt,
coz vede k pfedani niz8i energie na analyt, a tak vznik méné pocCetného spektra fragmentl
(hlavné iontu [M+H]* diky kterému lze zjistit molekulovou hmotnost analytu). Oproti tvrdym
ioniza¢nim technikdm jsou mén¢ efektivni, ale vice strukturné selektivni. Nejcastéjsi mekkou
ionizacni technikou je ionizace elektrosprejem (ESI) kviili vyuzitelnosti pro $ir$i spektrum mo-
lekul (Bruins, 1998; Friedecky & Lemr, 2012; Greaves & Roboz, c2014). Pfivedenim vysokého
napéti (pfiblizné 2-5 kV) na kapilaru (elektrodu), kterou je vstiikovan vzorek, a pfivadénim
kolmo proudiciho zmlzujiciho plynu (napf. dusiku) jsou generovany malé nabité kapicky ze

Spicky kapilary (které jsou uvolnény, kdyz se elektrické odpuzovani stane siln€jsi nez povr-
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chové napéti). Pti jejich letu k opacné elektrodé jsou vystaveny smykovym silam, které defor-
maci kapicek pomahaji jejich rozpadnuti, a je z nich postupné odpateno rozpoustédlo, ¢imz se
zvySuje jejich naboj az dojde k rozpadu kapicky. Nové vzniklé kapicky diky své malé velikosti
uvoliuji ionty v plynné fazi do vakua se stejnou polaritou jako je aplikované napéti (nastava
tzv. iontové vyparovani) (Iribarne et al., 1983; Bruins, 1998; Friedecky & Lemr, 2012; Greaves
& Roboz, c2014). Tato technika je velmi robustni a funguje i pii vySsich priitocich mobilni faze
(nad 1 ml/min). Je ovSem potieba odstranit slozky snizujici iontovy vytézek (latky, které jsou
ve vyssi koncentraci nez zkoumané analyty a ze kterych vznikaji konkurenc¢ni ionty) (Friedecky

& Lemr, 2012).

Dalsim ptikladem mekkeé ionizacni techniky mtize byt desorpcni ionizace vzorku laserem za
asistence matrice (MALDI). Pouzivéa se pro analyzu biomakromolekul a syntetickych poly-
mertl. Vzorek je pfi ni smichan s nadbytkem nejcastéji organické kyseliny (majici aromatickou
Cast, ktera dokaze absorbovat fotony z laseru) jako matrice, vysusen a poté desorbovan kratkym
pulsem laseru (fotony o maximu absorpce matrix) ve vakuu, pti¢emz dochazi k ionizaci ma-
trice, ktera tuto energii pfeda analytu a dojde tak k tvorb¢ iontd (Marvin et al., 2003; Greaves
& Roboz, c2014; Niessen & Falck, Kool, 2015). Vakuum je nutné k zajiSténi toho, Ze se ionty
vétsinou pohybuji bez kolizi (Baldwin, 2005; Agin et al., 2016)

2. 5. 2.2 Analyzator

V analyzatoru hmotnostniho spektrometru dochézi k separaci iontii vzniklych ioniza¢nimi tech-
nikami dle poméru hmotnosti a naboje (m/z) na zakladé¢ interakce iontid s elektrickym nebo
magnetickym polem. Analyzator slouzi téZ k dopravé iontli na detektor nebo do kolizni cely.
Lze je rozdé&lit na tii skupiny, a to na skenujici, pruletové a zachycujici analyzatory (v pasti
nebo cele). Skenujici analyzatory po celou dobu méfeni separuji ionty s urcitou hodnotou m/z,
které pak jako jediné nasméruji k detektoru. Nejcastéji uzivany je kvadrupdl, dale napt. sekto-
rové piistroje (Friedecky & Lemr, 2012; Greaves & Roboz, c2014). Kvadrupo6l (neboli iontovy
filtr, Q) je slozen ze Ctyf ty¢i s vnitinim hyperbolickym nebo valcovym povrchem, na které je
pfivadéno stejnosmérné a vysokofrekvencni napéti, pti¢emz na zaklad¢ jejich velikosti a am-
plitudy jsou dostfedivou a odstfedivou silou selektovany ionty s uréitou hodnotou m/z, které
jako jediné zaujmou stabilni oscila¢ni trajektorii skrze kvadrupol. VSechny tyce lezi ve stejné
vzdalenosti od osy, pfi¢emz protilehlé tyCe maji vzdy stejny ndboj, ktery se periodicky méni
vlivem fazového posunuti radiofrekvencnich slozek o 180° (McCullagh & Oldham, [2019];

Thomas, 2019; Havli¢ek & Turecek, 2020). Kvadrupol je méné citlivy (hlavné ve skenovacim
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modu kviili jeho jednotkovému rozliSeni v celém jeho hmotnostnim rozsahu), ma horsi rozliSeni
a nizsi horni hmotnostni rozsah nez sektorové pfistroje, ale je relativné levny, ma kompaktni
velikost a Ize snadno propojit s GC nebo LC (Greaves & Roboz, c2014; Thomas, 2019). Mize
pracovat ve dvou modech, a to ve skenovacim, kdy jsou prométeny ionty s celou Skalou hodnot
m/z, nebo v modu SIM, kdy jsou analyzovany pouze ionty s urcitou hodnotou m/z (Greaves &
Roboz, c2014).

Mezi pruletové analyzatory patii napt. analyzator s dobou letu (TOF). Vyzaduje pulzni ion-
tovy zdroj (napi. MALDI), z néjZ jsou ionty analytu odvadény v pulzech, nebo ortogonalni
posunovac, ktery spojity proud iont zméni na prerusovany (Niessen & Falck, Kool, 2015;
McCullagh & Oldham, [2019]). Z doby letu trubici, délky trubice a velikosti aplikovaného
elektrického pole 1ze pro dany iont vypocitat pomér m/z (Niessen & Falck, Kool, 2015). TOF
analyzatory maji vysokou rozliSovaci schopnost, kterou lze jesté zvysit pouzitim reflektronu

(iontového zrcadla) (Greaves & Roboz, c2014).

Jednim ze zachycujicich analyzatort je iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou trans-
formaci (FT-ICR), kterd ve své méfici cele kombinuje analyzator i detektor, kde zachycuje
ionty pomoci silného magnetického pole. Cela ICR je sloZena ze dvojic zachytnych desek
(ptedni a zadni), excitacnich desek a pfijimacich desek, které jsou vzdy protilehlé. lonty jsou
excitovany radiofrekvencnim pulsem na vyssi orbit a je detekovan vznikly indukovany proud,
ktery je Fourierovou transformaci pfeveden do frekvencniho spektra. Vzniklé spektrum je pak
pfepocteno pomoci regrese na odpovidajici hodnoty m/z. ICR ma velmi vysoké rozliSeni, jenzZ
je ptfimo imérné dobé zachyceni iontu a velikosti magnetického pole (Niessen & Falck, Kool,
2015; McCullagh & Oldham, [2019]; Skriba et al., 2020). Dal$im zachycujicim analyzatorem
je orbitrap, jenz na rozdil od ICR nevyviji z&dné magnetické pole, ale je zaloZen na Fourierové
transformaci zachycenych iontl. Ionty v orbitrapu axidlné osciluji pii rotaci kolem vietenovité
vnitini elektrody vlivem napéti mezi vnitini a vnéjSimi elektrodami, pfi¢emz jejich signal
proudu obrazu je detekovan dvéma vnéjSimi poharkovitymi elektrodami, které jej prevede
Fourierovou transformaci na frekvenéni spektrum, jenz je poté pfevedeno do hmotnostniho

spektra (Zubarev & Makarov, 2013; Niessen & Falck, Kool, 2015).
2.5.2.3 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) kombinuje vice druhi analyzy v jednom ana-
lyzatoru (tandemové uspotfadani v Case, napf. u iontové pasti) ¢i analyzatort (tandemové uspo-

fadani v prostoru), ¢imz nabyva fady vyhod. Umoziuje zkoumat nejen hmotnost, ale 1 strukturu
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ionta oproti jednoduché hmotnostni spektrometrii. (Greaves & Roboz, c2014; Niessen & Falck,

Kool, 2015).

4

Nejznamé;jsi je trojity kvadrupol, ktery sestava z dvou kvadrupdlt, mezi kterymi je kolizni
cela (QgQ). Kolizni cela miiZze a nemusi byt na principu kvadrupolu. Prekurzorové ionty vzniklé
V prvnim kvadrupoélu jsou pfivadény do kolizni cely, kde jsou vlivem vyssiho tlaku, urychleni
el. polem z ptedchoziho kvadrupdlu (kolizni energie) a srazkam s atomy nebo molekulami ko-
lizniho plynu (napft. dusik, argon) fragmentovany na produktové ionty (nastane tzv. kolizné
indukovana disociace, CID), které poté prochazeji druhym kvadrupdlem (Friedecky & Lemr,
2012; Greaves & Roboz, c2014; McCullagh & Oldham, [2019]). Ve vétsiné piipadu dochazi
ke ztrat¢ hmotnosti (napf. ztratou neutralniho fragmentu z prekurzorového iontu) nebo zméné
naboje iontu analytu (Niessen & Falck, Kool, 2015). Krom¢ CID mtize mezi prvnim a druhym
kvadrupolem také nastat napi. disociace elektronového pienosu (ETD) nebo separace iontové
mobility (IMS) (Greaves & Roboz, c2014). Trojity kvadrup6l miize pracovat ve Ctyfech rezi-
mech. Prvni rezim je sken produktovych iontl, kdy prvni Q pracuje ve SIM modu a druhy
ve skenovacim modu, ktery se pouziva pro kvalitativni analyzu. Dal§im je sken prekurzorovych
iontl, kdy prvni Q je ve skenovacim mddu a druhy v SIM mddu, ktery se vyuziva pro analyzu
molekul se stejnou funkéni skupinou. Tietim je sken neutralni ztraty, kdy oba Q jsou ve
skenovacim maddu, jez je vyuzit pro selektivni rozpoznani vSech iontt, které fragmentaci vedou
ke ztrat€ daného neutralniho fragmentu (de Hoffmann, 1996; Zhang & Wang, 2022). Posledni
rezim je sledovani rozpadu iontu (SRM, n€kdy nazyvany také MRM), kdy jsou oba Q v SIM
modu, ve kterém je meéfen kvalitativni parametr hmotnostni pfechod (definovan dvéma
hodnotami m/z) a ktery se pouziva pro kvantifikaci (McCullagh & Oldham, [2019]; Zhang &
Wang, 2022).

Existuji také hybridni tandemova uspofadani, kde jsou misto dvou kvadrupolii dva odlisné
typy analyzatorQ, napf. prvni analyzator kvadrupol a posledni analyzator linearni iontové past
(Q-LIT) nebo uspotadani prvni analyzator kvadrup6l a posledni analyzator TOF (Q-TOF) (Guo
& Turesky, 2019).

2. 5. 3 Priitokova injek¢éni analyza ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

Pritokova injekéni analyza ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (FIA-MS) je automaticka
nebo poloautomaticka analytickd metoda, pti které jsou vzorky vstfikovany do plynule tekou-

ciho proudu kapaliny s naslednou detekci analytu v MS. To umoZiuje rychlé méteni vice ana-
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lytt s vysokou citlivosti a specificitou (Stewart, 1981; Yue et al., 2022). FIA byla specialné
navrzena pro analyzu kapalin (Nanita & Kaldon, 2016).

Oproti chromatografickym metodam ve spojeni s MS je FIA-MS rychlejsi a jednodussi, ale
mén¢ selektivnéjsi (nedokaze purifikovat analyty a odstranit matricové efekty) a miuze vyzado-
vat Cast¢jsi Cisténi iontového zdroje (pro prevenci je ¢asto pouzivano vysoké fedéni vzorku, coz
je tzv. zted’ a vystiel, anglicky dilute-and-shoot, ptistup) (Stahnke et al., 2012; Nanita & Kal-
don, 2016). Samotna FIA ma oproti jinym pratokovym metodam, napi. kontinualni pritokové
analyze (CFA), jiny tvar chromatografickych pikti vlivem napft. odstranéni vzduchové segmen-
tace nosného proudu a vstfikovani omezeného objemu roztoku vzorku (Trojanowicz &
Kotacinska, 2016). VSechny analyty jsou u FIA eluovany v jednom case, a tak samostatna FIA
neni separacni technikou (FIA: Flow Injection Analysis (pressure only, NO voltage), 2020). Pro
své vlastnosti je spojeni FIA-MS vyuzivana pro kvantitativni screening chemikalii (napf. 1é¢iv,
pesticidu a latek znec€ist'ujicich prostiedi) jak v metabolomice, tak v klinické diagnostice, envi-

ronmentalnich védach, toxikologii a detekci padélané¢ho zbozi (Nanita & Kaldon, 2016).
2. 5. 4 Spektroskopie nuklearni magnetické rezonance

NMR je jednou z nejcastéjsich analytickych metod v metabolomice. (Moco et al., 2007; Emwas
et al.,, 2019). NMR je zaloZzena na méfeni napéti vzniklé vychylené (o 90" nebo 180")
makroskopické magnetizace vybranych jader pomoci civky. Jadra jsou pfiména k rezonanci
vlivem radiofrekven¢niho pulsu, pti kterém lze velikosti statického (Bo) a transverzalniho (Br)
magnetického pole zvolit typ jader, jeZ budou méfena. Po urcité dobé po pulsu se jadra opét
vraci do pivodniho stavu (tzv. relaxacni zpozdéni). Méfit 1ze pouze jadra s lichym poctem
protontl nebo neutront, jelikoZ pouze ony maji nenulovy magneticky moment (Mitschke et al.,

2023).

NMR je vysoce selektivni, nedestruktivni a reprodukovatelna metoda, kterd vyZaduje malou
nebo zadnou piipravu vzorku, ale s relativné nizsi citlivosti oproti MS, kviili ¢emuz jsou potieba
veétsi objemy vzorku (Horgan et al., 2009; Lei et al., 2011). Touto metodou lze analyzovat i
neporusené tkané a organy napt. pomoci NMR v pevném stavu (ssNMR), ale také Zivé vzorky
napf. prostfednictvim magnetické rezonance (MRI) (Emwas et al., 2019). Vyuziva se k urCeni
primarnich a stereochemickych struktur biomakromolekul, syntetickych 1 pfirodnich latek (Ki-
kuchi et al., 2018). Moznosti zaznamenavat NMR spektra pro vice riznych jader lze studovat
rizné tfidy metabolitd (Emwas et al., 2019). NMR lze délit na vice typt, napf. na protonovou

'H, uhlikovou *C a fosforovou 3P magnetickou rezonanéni spektroskopii (Emwas et al., 2019).
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NMR byla aplikovéna pro studium metabolomu moci pacienti s RCC, a to samostatné
(Monteiro et al., 2016), v kombinaci s LC-MS a strojovym ucenim (Bifarin et al., 2021) nebo
kuptikladu v kombinaci s transkriptomikou (Ragone et al., 2016), nebo také pro studium meta-
bolomu mo¢i pacienti s kolorektalnim karcinomem (Kim et al., 2019) ¢i napf. pacientt se za-

nétlivym onemocnénim stiev (IBD) (Schicho et al., 2012).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3. 1 Material a chemikalie
3. 1. 1 Biologicky material

Vzorky moci pro experimentalni cCast bakalafské prace byly poskytnuty skrze Fakultni
nemocnici Olomouc a Fakultu chemicko-tehcnologickou Univerzity Pardubice. Vzorky byly
odebirany pribézné od r. 2015 do 2020 a to od pacient s RCC a od zdravych kontrol bez
predchozi anamnézy. Pohlavi, pocet vzorktl, median a rozptyl vékl pacientti s RCC a zdravych
kontrol jsou uvedeny v tab. 1 a kategorie klasifikace nadorti pacienti s RCC pro jednotliva

pohlavi jsou uvedeny v tab 2.

Tab. 1: Pohlavi, pocet vzorki, median a rozptyl véku pacientti s RCC a zdravych kontrol

Pacienti s RCC Zdravé kontroly

Pohlavi Muzi Zeny Muzi Zeny
Pocet vzorku 94 53 68 32
Median véki 68 71 59 53

Rozptyl véka ~ 35-92 45-83  30-79 29-68
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Tab. 2: Kategorie klasifikace nadort pacienti s RCC pro jednotliva pohlavi dle normy 7. vydani TNM
klasifikace (dostupné z https://www.uzis.cz/sites/default/files/knihovna/tnm-7.pdf)

Kategorie Muzi Zeny
Gx 5 4
G1 16 8
G G1-2 0 1
G2 28 17
G3 25 9
G4 7 2
TX 1 0
cTla 1 1
pTla 41 14
pT1lb 9 6
pT2 1 1
T pT2a 2 6
pT2b 1 1
cT3 0 1
pT3 2 0
TNM klasifikace pT3a 21 12
cT3b 1 0
_ pT3b 1 1
NO 67 38
N1 2 0
cNO 1 1
N cN1 1 0
PNX 0 1
pNO 4 1
pN1 3 1
_ pN2 2 0
MO 68 37
M1 5 2
M  pMO 2 1
cM1 3 2
_ pM1 3 0
Benigni nador 5 6
Neznadma 4 1

3. 1. 2 Pristrojové vybaveni

Kapalinovy chromatograf Exion LC (Sciex, Framingham, MA, USA), hmotnostni spektrometr
QTRAP 6500+ (Sciex, Framingham, MA, USA); ESI (gas '2: 50 psi, -4500/+5500, 450 °C),
kolona Luna (3 um NHz, 100 A, 2 x 100 mm, Phenomenex, Torrance, USA), kapalinovy
chromatograf UltiMate 3000 RS (Dionex, Sunnyvale, CA, USA), hmotnostni spektrometr
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Triple Quad 6500+ (Sciex, Framingham, MA, USA); ESI (gas 1/2: 50 psi, -4500/+5500 V,
450 °C), pH metr (Orion Star A111, Thermo scientific, Waltham, MA, USA), tfepacka (V-1
plus, Biosan, Riga, LotySsko), pipeta elektronicka osmikandlova (Picus, Sartorius AG,

Gottingen, Némecko), automatické pipety (Eppendorf), mikrozkumavky.

3. 1. 3 Chemikalie
Acetonitril (MeCN, HiPerSolv CHROMANORM® for LC-MS, VWR International, Radnor,
PA, USA)

Deionizovana voda (H20, CHROMASOLV™ LC-MS, Riedel-de Haén, Honeywell, Charlotte,
NC, USA)

Kyselina mravenc¢i (HCOOH, 98%, w/v, ACS grade, Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)

Kyselina octova (CHsCOOH, HiPerSolv CHROMANORM® for LC-MS, VWR International,
Radnor, PA, USA)

Methanol (MeOH, HiPerSolv CHROMANORM® for LC-MS, VWR International, Radnor,
PA, USA)

Roztok amoniaku (20-22 %, VWR International, Radnor, PA, USA)

Roztok butyryl-L-karnitinu-(N-methyl-D3) (C4-D3) o koncentraci 100 pmol-I*
Roztok hexanoyl glycinu-3C2,"*N o koncentraci 11,5 umol-1?

Roztok homovanilové kyseliny-3C6,80 (HVA-13C6,180) o koncentraci 200 umol-1*2
Roztok isovaleryl-DL-karnitinu-D9 (C5-D9) o koncentraci 0,1 pmol -1

Roztok kreatininu-D3 o koncentraci 20 000 umol-1*

Roztok kyseliny adipové-D10 o koncentraci 20 000 pmol-1?

Roztok kyseliny orotové->N2 o koncentraci 10 umol-1*

Roztok laktatu-13C3 o koncentraci 490 pmol-1'

Roztok leucinu-D3 o koncentraci 10 000 pmol-1*

Roztok methylmalonové kyseliny-D3 (MMA D3) o koncentraci 200 pmol-1™

Roztok methylsukcinatu-D6 (MetSucc D6) o koncentraci 20 000 pmol-1™
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Roztok standardu kreatininu o koncentraci 100 pmol-1*

Roztok uracilu-**N2 o koncentraci 20 000 pmol-1*

3. 2 Metody
3. 2.1 Stanoveni kreatininu v mo¢i

3. 2. 1.1 Priprava vzorkii a mobilni faze

Jako mobilni faze byla pouzita smés methanolu, acetonitrilu a vody v poméru 2:2:1 (v/v) a0,1%
kys. mravenci. Vzorky moci byly nejprve rozmrazeny a poté fedény ve dvou krocich. V prvnim
kroku bylo smichano 20 pl moc¢e a 1 980 pl vody. V druhém kroku byly smichdny 2 pl natedéné
moce z 1. kroku, 10 ul 20pmol-1" IS (kreatinin D3) a 188 ul mobilni fize pro kazdy vzorek.
Moc tak byla 10 000x zifedéna. Zaroven byla sestrojena i 10 bodova kalibracni fada, ktera byla
vytvofena smichanim 4 pl kalibratoru (standard kreatininu), 10 pl IS a 186 pl mobilni faze.
Jednotlivé kalibraéni body byly o koncentracich: 2 pmol-1?, 1,5 pumol-1%, 1 pmol-17,
0,8 pmol-1?, 0,6 pmol-17, 0,4 umol-17, 0,2 pmol-17, 0,1 pmol-172, 0,05 umol-1t a 0,025 umol-172.

3. 2. 1.2 Optimalizace MS podminek pro kvantitativni stanoveni kreatininu

Optimalizace podminek MS metody pro stanoveni kreatininu bylo provedeno pomoci ptimého
nastiiku standardd kreatininu (c = 1 umol-17) a kreatininu-D3 (¢ = 1 pmol-1!) do hmotnostniho
spektrometru Triple Quad 6500 (Sciex) s prittokem 7 pl-min™. Tyto standardy byly nafedény
ze zasobnich roztokli v mobilni fazi. Analyty byly takto podrobeny fragmentacni analyze, kdy
systém automaticky vybird 10 MRM piechodii s nejvyssi intenzitou. Nasledné byly tyto
standardy o ¢ = 10 umol-1*! podrobeny FIA-MS analyze pomoci kapalinového chromatografu
UltiMate 3000 (Dionex) s pritokovou rychlosti 0,2 ml-min™ a nastfikem vzorku 1 ul pro
zjisténi nejvhodné&jsich prechodu pro naslednou kvantitativni analyzu. Pro kreatinin-D3 byly
vybrany ptechody 117,245 > 47,1 a 117,245 > 43,0, pro standard kreatininu pfechody 114,221
>43,9a 114,221 > 86,1. Ostatni fragmenty byly vylou¢eny z diivodu nizké hodnoty signélu ku
Sumu (S/N).

3. 2. 1. 3 Méreni koncentrace kreatininu

Kreatinin byl u vSech vzorkti moc¢i a roztokd boda kalibrace zméfen metodou FIA-MS za

pomoci kapalinového chromatografu UltiMate 3000 RS a hmotnostniho spektrometru Triple
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Quad 6500 s pritokovou rychlosti 0,2 ml-min™

a nastfikem vzorku 1 pl. Se vzory byly zaroven

analyzovany i slepé vzorky (blank) pro zjisténi ptipadné interference ve vzorcich. Jako blank 1

byla pouzita vyse popsana MF a jako blank 2 roztok 12 ul vody LC-MS kvality a 188 ul MF.

Koncentrace kreatininu ve vzorcich byla poté vypocitana pomoci vytvoiené kalibrace (viz

obr. 6).

3. 2. 2 Cilena metabolomicka analyza vzorkii moci pacienti s karcinomem

ledvin a zdravych kontrol

3. 2. 2.1 Priprava internich standardi

Smeés internich standardii byla pripravena smisenim roztokd IS tak, aby vysledné hodnoty jejich

koncentraci byly co nejblizsi hodnotam koncentraci jednotlivych slouc¢enin v moci (viz tab. 3);

smés byla poté doplnéna vodou LC-MS kvality do 3 ml.

Tab. 3: Hodnoty koncentraci jednotlivych IS ve smési a ve vzorku

Koncentrace IS ve smési

Koncentrace IS ve vzorku

NazevIS (umol 1) (umol 1)
Methylmalonova kyselina-D3 186,67 16,97
Hexanoyl glycin-2C2,°N 10,73 0,98
Homovanilova kyselina-*C6,80 186,67 16,97
isovaleryl-DL-karnitin-D9 0,09 0,01
Kyselina orotova->N2 9,33 0,85
Laktat-**C3 457,33 41,58
Kreatinin-D3 220,00 20,00
Uracil-**N2 22,00 2,00
Methylsukcinat-D6 55,00 5,00
Kyselina adipova-D10 110,00 10,00
Butyryl-L-karnitin-(N-methyl-D3) 0,55 0,05
Leucin-D3 55,00 5,00
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3. 2. 2.2 Priprava vzorki a mobilni faze

Vzorky moci byly rozmrazeny na ledu, promichany a ziedény vodou LC-MS kvality tak, aby
jejich koncentrace odpovidala 1 mmol-1" kreatininu ve 100 ul vzorku. Ke zfedénym vzorkiim
0 objemu 100 pl bylo vzdy piidano 10 pl smési IS, vzniklé roztoky byly promichany na tiepacce
a z kazdého bylo odebrano 5 pl na tvorbu 9 vzorkt kontroly kvality (QC). Jako blank 1 byla
pouzita voda LC-MS kvality, jako blank 290 ul vody LC-MS kvality a 10 ul smési IS.

Mobilni faze A pro metabolomickou analyzu byla vytvofena smichanim 1,48 ml kyseliny
octové 51,2985 | vody LC-MS kvality tak, aby vysledna koncentrace kys. octové byla
20 mmol/l. U vzniklého roztoku bylo pak upraveno pH na 9,75 pomoci roztoku amoniaku za

pouziti pH metru pti 25 °C. Jako mobilni faze B byl pouzit ¢isty acetonitril LC-MS kvality.
3. 2. 2. 3 Metabolomicka analyza

Potadi ptfipravy a analyzy vzorka bylo podrobeno dvojité randomizaci. Cilend metabolomicka
LC-MS/MS analyza vzorkli mo¢i pacienti s RCC a zdravych kontrol byla provedena
metabolomickou metodou dle Karlikové et al. (2016) pomoci kapalinového chromatografu
Exion LC, hmotnostniho spektrometru QTRAP 6500+ a aminopropylové kolony Luna (3 pm
NHa, 100 A, 2 x 100 mm, Phenomenex). Kolona byla udrzovéna pti 35 °C. Parametry iontového
zdroje a plynii hmotnostniho spektrometru byly nastaveny na: napé&ti iontového spreje +5500 V
a -4500 V; clonovy plyn 40 psi; oba plyny iontového zdroje 40 psi a teplota zdroje 400 °C.
Analyza probihala v rezimu planované vicenasobné sledovani reakci (scheduled MRM)
V systému piepani polarit béhem analyzy. Kazdy osmy nasttik v sekvenci byl nastfik smésného

QC vzorku.

Linearni gradient eluce mobilnich fazi byl nasledujici: 0 min: 95 % MF B a 5 % MF A; 7
min: 10 % MF B a 90 % MF A; 13 min: 10 % MF B a 90 % MF A; 13,5 min: 95 % MF B a5
% MF A; 17 min: 95 % MF B a 5 % MF A. Pritok MF byl 0,3 ml-min™, celkova doba analyzy

byla 17 minut a nastfik vzorku byl nastaven na 1,0 pl.
3. 2.3 Zpracovani dat a statisticka analyza

Zaznam LC-MS/MS dat byl proveden v softwaru Analyst 1.7 (Sciex) a nasledné byla naméfena
data zpracovéna v softwaru Sciex OS 2.0.0 (Sciex). Surova data byla exportovana jako plochy
vSech zméfenych analytl a dale zpracovana v programovacim jazyku R (verze 3.6.3, 2020,

Www.r-project.org) a programu R studio (2023.12.1+402, 2024, dostupny na adrese
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https://posit.co/download/rstudio-desktop/) pomoci bali¢ku Metabol (AlzbetaG, 2019). Jeden
vzorek kontroly DV 200 byl tplné odstranén Uplné z diivodu chybné naméfené koncentrace

kreatininu.

Korekce ploch analytl a interpolace dat byla provedena metodou LOESS (,,locally weighted
regression) na zakladé analyzy QC vzorkli a centrovana na nulu. Metabolity s variacnim
koeficientem (CV) vyssim nez 30 % u vzorkd QC byly vylouceny. Déle byla data ptfevedna na
plochy vyndsobenim medianem ploch QC vzorkd pro kazdy analyt a vztaZzena na plochu

prislusného interniho standardu (viz tab. 4).

Na ziskané vysledky byly pouzity metody vicerozmérné analyzy s grafickymi vystupy, a to
jak s nesupervizovanym piistupem (metoda analyzy hlavnich komponent (PCA)), tak se
supervizovanym pristupem — metoda diskriminaéni analyzy nejmensich ¢tvercti (PLS-DA) a
také metoda ortogonalni diskriminacni analyzy nejmensich ¢tvercti (OPLS-DA) s S-ploty a
permutacnimi testy. Byly pouzity i metody jednorozmérné analyzy (a = 0,05), kdy ziskané

rozdily mediant a p-hodnoty byly zobrazeny pomoci krabicovych a vulkanovych grafi.

Pomoci metod PCA a PLS-DA a vulkénovych grafti byly mezi sebou porovnany skupiny:
pacienti s RCC (muzi i zeny), zdravé kontroly (muZi i Zeny), pacienti (muzi) s RCC, pacientky
s RCC, zdravé kontroly muzi a zdravé kontroly Zeny. Na zéklad¢ statistické vyznamnosti bylo
vybrano 17 metaboliti spolecnych pro muze a zeny. Vybrané statisticky vyznamné metabolity

byly pak zobrazeny pomoci krabicovych grafi.
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4 VYSLEDKY

4. 1 Stanoveni kreatininu v moci

Hodnoty ziskané analyzou koncentrace kreatininu kalibra¢nich bodi byly pouzity na vytvoieni
kalibra¢ni kiivky a kvadratické regresni rovnice (viz obr. 6), pomoci které byly vypocitany

koncentrace kreatininu ve vSech vzorcich mo¢i.

1,40E+00

1,20E+00

y = 0,2659x2 + 0,0947x + 0,0233

1,00E+00
R?=0,9987

8,00E-01

'l

6,00E-01

]

4,00E-01 %]

lochy pikd kreatininu a kreatininu-D3

2,00E-01 PR

w

pomer p
@

0,00E400 @&
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500

koncentrace standardu kreatininu (umol-I)

Obr. 6: Graf zavislosti koncentrace standardu kreatininu na pomeéru plochy pika kreatininu
a kreatininu-D3 s kalibra¢ni kiivkou.
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4. 2 Cilena metabolomicka analyza vzorki mo¢i

Cilenou metabolomickou analyzou bylo v 247 vzorcich, z nichz bylo 147 vzorki pacientt
s RCC a 100 vzorkt zdravych kontrol (viz tab. 1), zjiSténo 174 metaboliti. Z téchto metabolith
bylo vyfazeno pét metaboliti (N-acetyl-L-methionin, 2-fenylacetat, 3-fenylserin,
hexanoylglycin a tetradekanoyl-L-karnitin) z davodu piekroceni hodnoty CV 30 %,; dale se
tedy pracovalo se 169 metabolity. Nasledné byla kohorta rozdélena do ¢tyf skupin: muzi, Zeny,
zdravé kontroly a pacienti, na zakladé znamych alteraci v metabolomu Zen a muzti. Na ziskané
vysledky byly poté pouzity metody statistické analyzy, a to jak vicerozmérné analyzy se
nesupervizovanym a supervizovanym piistupem, tak metody jednorozmérné analyzy. Seznam

takto zpracovanych metabolit je uveden v tab. €. 4.

Tab. 4: Zkracené a celé nazvy metaboliti s pfislusSnymi pouzitymi internimi standardy

Zkraceny ndzev metabolitu Cely ndzev metabolitu IS
ImHIS 1-methylhistidin leucin-D3
1mHIStamine 1-methylhistamin leucin-D3
L o . methylmalonova
ImNicotinate 1-methylnikotinat (trigonellin) kyselina-D3
ImX 1-methylxantin uracil-15N2

2aminoAdipate

2ohButanoate _2ohlsobutanoate
2ohGlutarate
2ohlsovalerate

3aminolsobutanoate
3indoxylSulphate
3mHIS
3ohPhenylProp
4ohBenzaldehyde
4Pyridoxate
5mthioAr
5ohindolAcetate

50x0PRO_homoPRO

mG

16anhydroGLC
acetylALA
acetylASP
acetylGLU
acetylHexosesNH2.2
acetylORN
acetylPutrescine

2-aminoadipat (2-
aminohexanedioat)
2-hydroxybutanoat/ 2-
hydroxyisobutanoat
2-hydroxyglutarat
2-hydroxyisovalerat (2-hydroxy-
3-methylbutyrat)
3-aminoisobutanoat
3-indoxylsulfat
3-methylhistidin
3-hydroxyfenylpropionat
4-hydroxybenzaldehyd
4-pyridoxat
5-methylthioadenosin
5-hydroxyindolacetat
5-oxoprolin (pyroglutamat)/ L-
homoprolin (L-pipecolat, L-
piperidin-2-karboxylat)
7-methylguanin
1,6-anhydro-B-D-glucose
N-acetyl-L-alanin
N-acetylaspartat
N-acetylglutamat
N-acetyl-3-amino hexosy
N-acetylornitin
N-acetylputrescin
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methylsukcinat-D6

methylsukcinat-D6

methylsukcinat-D6
methylmalonova
kyselina-D3
methylsukcinat-D6
leucin-D3
leucin-D3
methylsukcinat-D6
methylsukcinat-D6
methylsukcinat-D6
kreatinin-D3
methylsukcinat-D6

leucin-D3

uracil-15N2
methylsukcinat-D6

leucin-D3
leucin-D3
leucin-D3

kreatinin-D3
leucin-D3

kreatinin-D3



Tab. 4: Zkracené a celé nazvy metabolitQ s piisluSnymi pouzitymi internimi standardy (pokracovani)

Aconitate

AICAriboside
Alr

ALA

Allantoin

Ar

Ar.homoCYS
Ar.MET
Arabitol_Ribitol
ARG
Argininosuccinate
ASN

ASP
benzoylALA
betaALA
betaALA.3mHIS
Betain

C

Car00
Car02
Car02.DC_Car03.0H
Car03
Car03.DC_Car04.0H
Car04

Car04.1

Car04.DC_Car05.0H

Car05

Car05.1

Car05.DC_Car06.0H
Car06

Car06.1

akonitat

akadesin
5-aminoimidazol ribotid
alanin
allantoin
hypoxkreatininin
S-adenosyl-L-homocystein
S-adenosyl methionin
arabitol, ribitol
L-arginin
argininosukcinat
L-asparagin
kyselina asparagova
N-benzoyl-L-alanin
B-alanin
B-alanin, 3-methylhistidin
betain
cytosin

L-karnitin
acetyl-L-karnitin
3-hydroxypropionyl-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-
methylbutyryl-L-karnitin)/2-
methylbutyryl-L-karnitin
tiglyl-L-karnitin(2-methylbut-2-
enoyl-L-karnitin)/3-
methylkrotonyl-L-karnitin(3-
methylbut-2-enoyryl-L-karnitin)
glutaryl-L-karnitin/ 3-
hydroxyhexanoyl-L-karnitin
hexanoyl-L-karnitin(kaproyl-L-
karnitin)

2-transhexenoyl-L-karnitin
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methylmalonova
kyselina-D3
uracil-15N2
uracil-15N2
leucin-D3
uracil-15N2
kreatinin-D3
kreatinin-D3
kreatinin-D3
methylsukcinat-D6
leucin-D3
methylsukcinat-D6
leucin-D3
leucin-D3
leucin-D3
leucin-D3
leucin-D3
leucin-D3
uracil-15N2
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)

butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)

butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)

butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)

butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)

butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)

butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)



Tab. 4: Zkracené a celé nazvy metabolitQ s piisluSnymi pouzitymi internimi standardy (pokracovani)

Car06.DC_Car07.0H

Car07.DC_Car08.0H
Car08
Car08.1
Car09
Carl0
Car10.1
Carl10.2
Carl2
Carl2.1
Carld.l
Carl4.1.0H
Carld.2
Carl4.2.0H
Carl6

Carl8.1.0H

Carnosine
Citrate_lIsocitrate
Citrulline

Cr

Creatine_5nh2Levul

Creatinine
CYS
Cystathionine
Cystine
dimethyl ARG

FGAr

Fumarate_Caproate_3m2oxoButanoate

furoylGLY
Galactitol_Mannitol

hexandioylkarnitin (adipoyl;
methylglutaryl)
/hydroxyheptanoylkarnitin
pimelyl-L-karnitin/3-
hydroxyoktanoyl-L-karnitin

oktanoyl-L-karnitin
2-transoctenoyl-L-karnitin

nonanoyl-L-karnitin

dekanoyl-L-karnitin

4-cis-decenoyl-L-karnitin

2-trans-4-cisdekadienoyl-L-
karnitin
dodekanoyl-L-karnitin (lauroyl-L-
karnitin)

trans-2-dodecenoyl-L-karnitin

trans-2-tetradecenoyl-L-karnitin
(cis-5-tetradecenoylkarnitin)
3-hydroxytetradec-9-enoyl-L-
karnitin

tetradeka-5,8-dienoyl-L-karnitin

3-hydroxytetradekadienoyl-L -
karnitin(5-cis, 8-cis)
palmitoyl-L-karnitin
3-hydroxyoktadec-9-enoyl-L-
karnitin
karnosin
citrat, isocitrat
L-citrulin
kreatin
kreatin(N-methyl-N-
guanylglycin)/5-aminolevulinat(5-
amino-4-oxovalerat)
kreatinin
L-cystein
L-cystathionin
L-cystin
dimethylarginin
N-formylglycinamid
ribosid
fumarat, kapronat, 3-methyl-2-
oxobutanoat
furoylglycin
D-galaktitol/D-mannitol
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butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)

butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
butyryl-L-karnitin-
(N-methyl-D3)
leucin-D3
methylsukcinat-D6
leucin-D3

kreatinin-D3
kreatinin-D3

kreatinin-D3
leucin-D3
leucin-D3
leucin-D3
leucin-D3

kreatinin-D3

methylsukcinat-D6

leucin-D3
methylsukcinat-D6



Tab. 4: Zkracené a celé nazvy metaboliti s prislusSnymi pouzitymi internimi standardy (pokracovani)

GLCnh2

GLN

GLU
Gluconate
Glucuronate

Glutaconate_ketoLEU_MevalonoLactone_2-
oXolLE

GLY
GLY.PHE

Glycerate
GuaAcetate
GuaButanoate
Hexose2
Hexoses
hippurate

HIS
homoARG
homoCYS
homoVanillate
Hr

Hx

Choline

ILE alLE
indole3Acetate
indolePropionate

isobutyrylGLY _butyrylGLY

Kynurenate
Kynurenine

LAC_MAL_MEL_SUC

Lactate
LEU.2
LEU ILE alLE norLEU ohPRO

Leucinate

Levulinate

LYS

Malate
Malonate_3ohButanoate
MET

methylbutyrylGLY _isovalerylGLY

glukosamin (2-amino-2-
deoxy-D-glukopyranosa)
L-glutamin
L-glutamat
glukonat
glukuronat
glutakonat, ketoleucin,
mevalonolakton, 2-
oxoisoleucin
glycin
dipeptid glycinu a
fenylalaninu
glycerat
guanidinoacetat
guanidinobutanoat
hexosy 2
hexosy
hippurat (N-benzoylglycin)
L-histidin
L-homoarginin
L-homocystein
homovanilat
inosin
hypoxanthin
cholin
L-isoleucin/L-alloisoleucin
indol-3-acetat
indol-3-propionat
isobutyrylglycin,
butyrylglycin
kynurenat
kynurenin

laktosa, maltosa, melibiosa,
sacharosa

Laktat

L-leucin 2
L-leucin, L-isoleucin,L-
norleucin, L-hydroxyprolin
leucinat (2-
hydroxyisokaproat)
levulinat
L-lysin
malat
malonat, 3-hydroxybutanoat
methionin
2-methylbutyrylglycin, L-
isovalerylglycin
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kreatinin-D3

leucin-D3

leucin-D3
methylsukcinat-D6
methylsukcinat-D6

methylsukcinat-D6

leucin-D3
leucin-D3

methylsukcinat-D6
kreatinin-D3
kreatinin-D3
methylsukcinat-D6
methylsukcinat-D6
leucin-D3
leucin-D3
leucin-D3
leucin-D3
methylsukcinat-D6
kreatinin-D3
kreatinin-D3
kreatinin-D3
leucin-D3
methylsukcinat-D6
methylsukcinat-D6

leucin-D3

methylsukcinat-D6
leucin-D3

methylsukcinat-D6

methylmalonova
kyselina-D3
leucin-D3

leucin-D3

methylsukcinat-D6

methylsukcinat-D6
leucin-D3

methylsukcinat-D6

methylsukcinat-D6
leucin-D3

leucin-D3



Tab. 4: Zkracené a celé nazvy metabolitQ s piisluSnymi pouzitymi internimi standardy (pokracovani)

Mevalonate
Myoinositol

N.NdimGLY_2.2dimGLY

Nicotinamide

ohPRO
Orotate
OxaloAce_Glutarate_Ethylmalonate

Pantothenate

PHE
phenylproGLY
Porphobilinogen
PRO

proGLY

pseuUr

Pyruvate
Riboflavin

Ribose

SAdo

SAICAr
Salicylate_4ohBenzoate
Sarcosine
Sebacate

SER

Sialic.acid
Spermine
Suberate
suberylGLY
Succinate_Methylmalonate
Tartrate

Taurin

Thiamin
THR_homoSER
Threonate
tiglylGLY_3methylcrotonylGLY
TRP

TYR

U

Ur

urate

Urea
Vanillylmandelate
X

Xanthurenate

Xr

mevalonat
D-myo-inositol
N,N-dimethylglycin/2,2-dimethylglycin(2-
aminoisobutanoat)
nikotinamid

L-hydroxyprolin
orotat
oxaloacetat, glutarat, ethylmalonéat

pantotenat (vitamin B5)

L-fenylalanin
fenylpropionylglycin
porfobilinogen
L-prolin
propylglycin
pseudouridin
pyruvat
riboflavin (vitamin B2)
ribosa
sukcinyladenosin
fosforibosylaminoimidazolsukcinokarboxamid
salicylat, 4-hydroxybenzoat
sarkosin (N-methylglycin)
sebakat
L-serin
kyselina sialova (N-acetylneuraminat)
spermin
suberat
suberylglycin
sukcinat, methylmalonat
tartrat (vinan)
L-taurin
thiamin (vitamin B1)
L-threonin/L-homoserin
L-threonat
tiglylglycin, 3-methylkrotonylglycin
L-tryptofan
L-tyrosin
uracil
uridin
urat
mocovina
Vanilmandelat
xanthin
xanthurenat
xanthosin
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methylsukcinat-D6
methylsukcinat-D6

leucin-D3

methylmalonova
kyselina-D3
leucin-D3
leucin-D3
methylsukcinat-D6
methylmalonova
kyselina-D3
leucin-D3
leucin-D3
methylsukcinat-D6
leucin-D3
leucin-D3
kreatinin-D3
methylsukcinat-D6
kreatinin-D3
methylsukcinat-D6
kreatinin-D3
kreatinin-D3
methylsukcinat-D6
leucin-D3
methylsukcinat-D6
leucin-D3
methylsukcinat-D6
kreatinin-D3
methylsukcinat-D6
leucin-D3
methylsukcinat-D6
methylsukcinat-D6
leucin-D3
kreatinin-D3
leucin-D3
methylsukcinat-D6
leucin-D3
leucin-D3
leucin-D3
kreatinin-D3
kreatinin-D3
kreatinin-D3
kreatinin-D3
methylsukcinat-D6
kreatinin-D3
kreatinin-D3
uracil-15N2



Xylulose

xylulosa

methylsukcinat-D6

4. 2.1 Vicerozmérna analyza s nesupervizovanym pristupem

Metodou PCA byly porovnany skupiny: pacienti (muzi) s RCC (,,RCC Male®, 94 vzorkl),

pacientky s RCC (,,RCC Female®, 53 vzorki), zdravé kontroly muzi (,,Control Male*, 68

vzorkll) a zdravé kontroly zeny (,,Control Female*, 32 vzork) (viz obr. 7, analyza A). Skore

hlavnich komponent bylo na ose x PC1 = 20,14 %, na ose y PC2 = 8,79 % a procento variability

bylo rovno 28,93 %. QC vzorky se dobie shlukovaly bez urcitého trendu, coz ukazuje na

vysokou reprezentativnost méfeni a kvalitni priibéh analyzy.

PC2-8,79 %

-2

= RCC_Male
4 Control_Male
+ RCC_Female

ooc

‘Control_Female

PC1 - 20,14 %; kumulativni = 28,93 %

T
4

Obr. 7: Analyza hlavnich komponent (PCA) vzorkd moci. Kazdy barevny bod predstavuje vzorek
ze skupin: pacienti (muzi) s RCC (tmavé modra), zdravé kontroly muzi (rizova), pacientky
s RCC (zelena), zdravé kontroly Zeny (oranzova); QC vzorky jsou vyznaceny svétle modie.

44



4. 2.2 Vicerozmérna analyza se supervizovanym pristupem

Statistickou metodou se supervizovanym piistupem PLS-DA byly porovnany skupiny: pacienti
(muzi) s RCC (,,RCC Male*), pacientky s RCC (,,RCC Female®), zdravé kontroly muzi
(,,Control Male*) a zdravé kontroly Zeny (,,Control Female®) (viz obr. 8). Analyza PLS-DA
potvrdila vysledky PCA s jasnéjSim zobrazenim trend.. To odpovidd zndmém rozdilu mezi
pohlavimi jak ve zdravém metabolismu, tak v metabolismu pacientti s RCC. Zaroven jsou od
sebe rtiznou mirou odd€leny vzorky pacienti s RCC a zdravych kontrol, coz dokazuje rozdil

mezi sloZzenim jejich mocového metabolomu.

0.05
1

0.00
|

PC2

-0.05

-0.10

-0.15
]

=0.20 -0.15 -0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10

Obr. 8: Diskriminac¢ni analyza nejmensSich ¢tverct (PLS-DA) vzorkd moéi. Kazdy barevny bod
predstavuje vzorek ze skupin: pacienti (muzi) s RCC (tmavé modra), zdravé kontroly muzi
(riizova), pacientky s RCC (zelend), zdravé kontroly Zeny (oranzova) a QC vzorky (svétle
modra).
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4. 2. 3 Statisticka analyza jednotlivych skupin

Dale byly statisticky analyzovany skupiny pacienti (muzi) s RCC (oznafena jako
»RCC Male”“) a zdravé kontroly muzi (oznacend jako ,,Control Male*) statistickou
vicerozmérnou metodou se supervizovanym pristupem PLS-DA (viz obr. 9) a jednorozmérnou
statistickou metodou jako vulkénovy graf, kde byly porovnany pacienti s RCC vi¢i zdravym
kontrolam (muzim) (viz obr. 10). Na grafickém vystupu metody PLS-DA je mozné vidét
odd€leni skupin s ¢asteCnym prekryvem. Dle vulkanového grafu byla statisticky vyznammné
zménéna hladina 35 metabolitd, jejichz koncentrace byly sniZzeny, a 23 metabolitd, jejichz
koncentrace byly zvySeny, u pacientt s RCC oproti zdravym kontroldm. Z téchto metaboliti
patii mezi nejvice diskriminujici proménné zvySeni deseti metaboliti — skupiny disacharida
laktosy, maltosy, melibiosy a sacharosy, orotatu, vanilmandelatu, furoylglycinu,
suberylglycinu, skupiny metabolitd fumaratu, kaproatu a 3-methyl-2-oxobutanoatu, S-
adenosyl-L-homocysteinu, dipeptidu glycinu a fenylalaninu, kys. sialové a 4-
hydroxybenzaldehydu; a snizené hodnoty deseti metabolitii — skupiny metabolitii salicylatu a
4-hydroxybenzoatu, histidinu, nikotinamidu, guanidinoacetitu, uracilu, 2-aminoadipatu,
skupiny metabolitd citratu a isocitratu, 3-hydroxypropionyl-L-karnitin, karnosinu
a porfobilinogenu. Alterace téchto uvedenych metabolitii byly ¢asteéné potvrzeny také v S-
plotu modelu OPLS-DA (viz obr. 11).
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Obr. 9: Diskrimina¢ni analyza nejmensich ¢tvercti (PLS-DA) vzork moéi. Kazdy barevny bod
predstavuje vzorek ze skupin: pacienti (muzi) s RCC (tmaveé modrd) a zdravé kontroly muzi
(rizova).
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Obr. 10: Vulkanovy graf vzorki mo¢i porovnavajici rozdily mediant pacientii s RCC (muzt) vuéi
zdravym kontrolam (muzim) dle jejich statistické vyznamnosti (p-hodnoty). Cervené body
znéazornuji statisticky vyznamné diskriminujici metabolity, ¢erné body statisticky nevyznamné
diskriminujici metabolity.
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Obr. 11: S-plot metody ortogonalni diskriminaéni analyzy nejmensich ¢tvercii (OPLS-DA) vzorki moci zobrazujici 30 nejvice signifikantnich metaboliti
(Cervené) pro vzorky od pacientli muzii s RCC v porovnani se zdravymi kontrolami (muzi).
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Nakonec byly statisticky analyzovany skupiny pacientky s RCC (oznafena jako
,RCC Female“) a zdravé kontroly Zeny (oznafend jako ,,Control Female®) statistickou
vicerozmérnou metodou se supervizovanym piistupem PLS-DA (viz obr. 12) a jednorozmérnou
statistickou metodou jako vulkanovy graf, kde byly porovnany pacientky s RCC vii¢i zdravym
kontrolam (zenam) (viz obr. 13). Na grafickém vystupu metody PLS-DA je mozné vidét
oddéleni skupin s ¢asteCnym piekryvem, ktery je mens$i nez u ptfedchozi analyzy skupin
pacientll (muzil) s RCC a zdravych kontrol muzii, coz potvrzuji i vysledky metody OPLS-DA.
Dle vulkanového grafu bylo u pacienek s RCC oproti zdravym kontrolam Zzenam statisticky
vyznammn¢é zmeéneénych 24 metaboliti, jejichz hladina byla sniZzena, a 10 metabolitt, jejichz
hladina byla zvySena. Z téchto metabolitli patii mezi nejvice diskriminujici proménné zvyseni
koncentrace deseti metabolitli — L-prolinu, orotatu, kynureninu, L-hydroxyprolinu, sebakatu,
inosinu, glutaryl-L-karnitin/3-hydroxyhexanoyl-L-karnitin, D-myo-inositolu, L-cysteinu
a butenyl-L-karnitinu; a snizené hodnoty deseti metaboliti — fenylpropionylglycinu, hippuratu,
nikotinamidu, cytosinu, 1-methylxantinu, skupiny metaboliti glutakonatu, ketoleucinu,
mevalonolaktonu a 2-oxoisoleucinu, skupiny metabolitd sukcinatu a methylmalonatu, 3-
hydroxyfenylpropionatu, N-acetylaspartatu a skupiny metaboliti 2-methylbutyrylglycinu a L-
isovalerylglycinu. Alterace téchto uvedenych metaboliti v S-plotu modelu OPLS-DA (viz obr.

14) byly potvrzeny pouze ty se snizenymi hladinami.

Vulkéanové grafy mezi pacienty s RCC a zdravymi kontrolami (muZi 1 Zeny; mezi pacienty
(muzi) s RCC a zdravymi kontrolami muzl (analyza B; viz obr. 9) a mezi pacientkami s RCC
a zdravymi kontrolami Zen (analyza C; viz obr. 12) odhalily jen dva spoleéné statisticky
vyznamné zménéné metabolity z nejvyznamnéjsich vyse uvedenych metabolitl u pacientll s
RCC. Jsou to zvySena hladina orotatu a sniZend hladina nikotinamidu. Mezi dalsi spole¢né
zménéné metabolity mezi muZi a Zzenami s RCC, které jsou méné statisticky vyznamné, patii
zvySené koncentrace L-prolinu, kynureninu a inosinu, dale pak sniZené koncentrace hippuratu,
1-methylxantinu, skupiny metabolitd glutakonatu, ketoleucinu, mevalonolaktonu a 2-
oxoisoleucinu, skupiny metaboliti sukcinatu a methylmalonatu, skupiny metaboliti 2-
methylbutyrylglycinu a L-isovalerylglycinu, skupiny metabolitl citratu a isocitratu, butyryl-L-
karnitinu/isobutyryl-L-karnitinu, thiaminu, 4-pyridoxatu, 3-hydroxypropionyl-L-karnitinu,
skupiny metabolitti isobutyrylglycinu a butyrylglycinu, uracilu a N-benzoyl-L-alaninu.

Vybrané vySe zminéné metabolity byly zobrazeny pomoci krabicovych grafii (viz obr. 15 a 16).
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Obr. 12: Diskriminaéni analyza nejmensich ¢tverct (PLS-DA) vzorkd moéi pacientek s RCC (zelena) a
zdravych kontrol (Zluta).
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Obr. 13: Vulkanovy graf vzorkd mo¢i porovnavajici rozdily mediant pacientek s RCC vuéi zdravym
kontrolam (Zenam) dle jejich statistické vyznamnosti (p-hodnoty). Cervené body znazorfiuji
statisticky vyznamné diskriminujici metabolity, ¢erné body statisticky nevyznamné diskriminujici
metabolity.
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Obr. 14: S-plot metody ortogonalni diskriminaéni analyzy nejmensich ¢tvercti (OPLS-DA) vzorkt moci zobrazujici 30 nejvice signifikantnich metaboliti
(Cervené) pro vzorky od pacientek s RCC v porovnéni se zdravymi kontrolami (Zenami).
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hodnocena pomoci p-hodnot studentovych t-testem (*<0,01, **<0,001, ***<0,0001,
*A*%<(0,00001), osa y predstavuje relativni abundanci po LOESS korekci, vztazeni na interni

standardy a log10 transformaci.
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5 DISKUZE

Cilenou metabolomickou analyzou bylo ve 247 vzorcich pacientii s RCC a zdravych kontrol
zméieno 169 metabolitli. Ziskana data byla podrobena statistické analyze (jednorozmeérmné

a vicerozmérné se supervizovanym i nesupervizovanym piistupem).

Nejvyznaméjsi z nich byly snizend koncentrace nikotinamidu a zvy$ené koncentrace orotatu
(viz obr. 15). Nikotinamid je zapojeny ve svém a nikotinovém metabolismu, stejn¢ jako S-
adenosyl-L-homocystein, dal$i metabolit se statisticky vyznamnou zvySenou hladinou (ale
pouze u muzl). Hladina nikotinamidu mize byt sniZzena vlivem nadmérné exprese enzymu S-
adenosyl-L-methionin:nikotinamid N-methyltransferasy (nikotinamid N-methyltransferasa,
NNMT, EC 2.1.1.1) pozorované u RCC, ptfiCemz tato zména exprese byla navrzena i jako
marker pro velikost nadoru RCC (Sartini et al., 2006). Toto snizeni hladiny nikotinamidu je pro
rozvoj RCC vyhodné, jelikoZ nikotinamid inhibuje enzym NAD™:poly(ADP-D-ribosyl)-
akceptor ADP-D-ribosyl-transferasu (NAD* ADP-ribosyltransferasa, PARP1, EC 2.4.2.30),
ktery je mimo jiné duleZzity pii opravé DNA prostfednictvim sirtuind (SIRT), a také je zapojen
(jako soucast jinych struktur) v procesech produkce energie, bunééné odolnosti vuéi stresu,
zranéni nebo dlouhovékosti (Sartini et al., 2006; Salech et al., 2020). ZvySena exprese a
enzymaticka aktivita NNMT muze byt i vysvétlenim pro zvySenou koncentraci S-adenosyl-L-
homocysteinu, jelikoz se jedna o produkt tohoto enzymu. S-adenosyl-L-homocystein ve
vysokych koncentracich inhibuje transmetylacni reakce, které jsou potfebné pro ucinnou
aktivaci a funkci lymfocytd (T-bunék a makrofagti) a pisobi tak imunosupresivné (Wu et al.,

2005).

Orotat je zapojeny v metabolismu pyrimidinu a v biosyntéze kofaktort, kde je tvofen
enzymem orotidin-5'-fosfat:difosfat fosfo-alfa-D-ribosyl-transferasou (orotat
fosforibosyltransferasa, OPRT, EC 2.4.2.10), jehoz zvySena aktivita byla pozorovana u
pacienti s RCC (Mizutani et al., 2007). Orotat inhibuje fosforylaci (a tim aktivaci) enzymu
ATP:[hydroxymethylglutaryl-CoA reduktasa (NADPH)] fosfotransferasy (protein kinasa
aktivovana AMP, AMPK, EC 2.7.11.31), nadorového supresoru (Jung et al., 2011; Keerthana
etal., 2023). Ve stejnych metabolickych drahach jsou zapojeny i dusikaté baze uracil a cytosin,
jejichz hladiny byly snizené u pacientti s RCC, coz by mohlo byt zptisobené tim, Ze se jedna o
prekurzory orotatu v metabolismu pyrimidinu, a tudiZ by mohly byt urychlené od€erpavany
k syntéze orotatu. Snizeni hladiny uracilu mize byt zpisobeno nadmérnou expresi enzymu
uracil hydro-lyasy (ptfidavajici D-ribosa 5-fosfat; tvotici pseudouridin-5'-fosfat) (pseudouridin
syntasa 1, PUS1, EC 4.2.1.70), kterou Li et al. (2023) pozorovali u pacienti s RCC a ktera se
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podili na zvySené zivotaschopnosti, migraci a invazi RCC bun¢k (Li et al., 2023). SniZeni
hladiny uracilu mohlo byt zpisobeno i vysokou koncentraci enzymu pyrimidin-nukleosid:fosfat
(2'-deoxy)-alfa-D-ribosyltransferasy (pyrimidin-nukleosid fosforylasa, PyNPasa, EC 2.4.2.2),
ktery je zapojen do angiogeneze (Toge et al., 2009).

Druhou statisticky nejvyznamnéjsi zvySenou koncentraci u muzii i u zen je koncentrace L-
kynureninu (viz obr. 15). Dle transkriptomické analyzy, tkanové imunohistochemie a dat
genové exprese Hornigolda et al. (2020) je u RCC bézna ztrata exprese enzymu L-Kynurenin,
NADPH:kyslik oxidoreduktasy (3-hydroxylujici) (kynurenin 3-monooxygenasa, KMO,
EC 1.14.13.9) a zvySeni exprese enzymu D-tryptofan:kyslik 2,3-oxidoreduktasa (otvirajici
kruh) (indolamin 2,3-dioxygenasa, IDO, EC 1.13.11.52). Zvyseni hladiny L-kynureninu tak
mohlo nastat v dusledku zmény exprese téchto enzymu. L-kynurenin je zapojen do
metabolismu tryptofanu a biosyntézy kofaktorti, ma imunosupresivni vlastnosti (napt. inhibuje
proliferaci T bun¢k a NK bungk) a podporuje prezivani a motilitu RCC bunék (Frumento et al.,
2002; Opitz et al., 2011; Hornigold et al., 2020).

Hladina 1-methylxanthinu, derivatu purinu a produktu pfemény kofeinu, je také u muza i
zen statisticky vyznamné sniZena. 1-methylxanthin vznika zhypoxanthinu za wvzniku
reaktivnich forem kysliku, které ve vyssich koncentracich zplsobuji apoptézu RCC (Saugstad,
1988; Battelli et al., 2016; Wang et al., 2022). 1-methylxanthin také zvySuje citlivost na
radioterapii a dal§i genotoxické latky u rakovin napt. blokovanim opravy dvouvlaknovych
zlomd DNA zptsobenych ozafovanim, proto by nizka koncentrace 1-methylxanthinu mohla
byt pro pieziti RCC buniek vyhodna (Sarkaria et al., 1999; Youn et al., 2009).

Mezi statisticky vyznamnymi zménénymi metabolity u muzd i u Zen je i snizena hladina
sukcinatu (jako soucast skupiny metaboliti sukcinatu a methylmalonatu, pfi¢emz zména
hladiny methylmalonatu u RCC nebyla v Zadnych dostupnych zdrojich nalezena a také
methylmalonat je v mo¢i oproti sukcinatu v nizSich koncentracich (Bouatra et al., 2013); viz
obr. 16), ktery je sice 1 soucasti nikotinamidové a nikotinové metabolické drahy, ale snizeni
jeho hladiny je pravdépodobné zpiisobeno zvySenim exprese enzyml Krebsova cyklu,
metabolismu propanoatu a degradace valinu, leucinu a isoleucinu (Poptawski et al., 2017;
Huang et al., 2014). V této praci byly pozorovany i zvysSené hladiny fumaratu (jako soucast
skupiny metaboliti fumaratu, kapronatu a 3-methyl-2-oxobutanoatu, pfi¢emz zména hladin
kapronatu a 3-methyl-2-oxobutanoatu u RCC nebyla v zadnych dostupnych zdrojich nalezena)
a snizen¢ hladiny skupiny metabolitl citratu a isocitratu, kdy tyto metabolity jsou také zapojeny

do Krebsova cyklu. V Krebsové cyklu, jak uz bylo zminéno Vv teoretické casti v kapitole
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Patobiochemie rakoviny ledvin, dochazi k zakladnim patobiochemickym zménam u RCC, coz
tedy dokazuje i tato prace a naptiklad i vyzkum Bezwady et al. (2023). Zvysena koncentrace
fumaratu pusobi jako kompetitivni inhibitor hypoxii induktivni faktor-L-prolin, 2-
oxoglutarat:kyslik  oxidoreduktasy (4-hydroxylujici) (HIF prolylhydroxylasa, HPH,
EC 1.14.11.29), a tak stabilizuje transkrip¢ni faktory HIF tim, ze brani jejich proteasomalni
degradaci zptisobovanou HPH (Isaacs et al., 2005; Yogev et al., 2010).

Hippurat je statisticky vyznamné snizen u muza i u Zen (viz obr. 16), vznika za Ucasti
jaterniho enzymu acyl-CoA:glycin N-acyltransferasy (glycin N-acyltransferasa, GLYAT,
EC 2.3.1.13), ktery tvofi hippurat z N-benzoylCoA a glycinu, a je tak dulezitym prvkem
detoxikace téla od kys. benzoové. Mira exprimace tohoto enzymu koreluje se stupném nadoru
(Muioz & Calaf, 2023). Hippurat mize byt dale tvofen stfevnim bakteridlnim metabolismem
fenylalaninu, kdy jsou bakteriemi vyprodukované fenylpropanové kyseliny z fenylalaninu,
mezi nimi i v této studii pozorovany snizeny 3-hydroxyfenylpropionat, pteménény v jatrech na
hippurat (Catchpole et al., 2011; Clayton, 2012; Mufoz & Calaf, 2023; Ticinesi et al., 2023).
Dtivodem snizeni hippurdatu mohou byt kancerogenni vlastnosti kys. benzoové (projevujici se
pti dlouhodobému vystaveni se této slouceniné (Wu, 2021)), a tudiz by mohlo byt vyhodné pro

rust karcinomu kys. benzoovou nedbouravat.

Koncentrace L-cysteinu je statisticky vyznamné zvySena u zen, stejné jako koncentrace jeho
prekurzoru L-cystathioninu (L-cystein je u Zen zvySen unikatné, kdezto L-cystathionin ne).
Zvysena hladina L-cysteinu mize byt pro RCC vyhodna, jelikoz L-cystein je prekurzorem
sirovodiku tvofeného enzymem L-cystein-S-konjugat thiol-lyasou (deaminujici; tvotici 2-
aminoprop-2-enoat) (cystathionin beta-lyasa, CSE, EC 4.4.1.13), ktery je u RCC také zvySené
exprimovan (Sogutelen et al., 2020). Sirovodik pii hypoxii podporuje glykolyzu,
antiapoptotické signalizace a podili se na angiogenezi interakci s ristovym faktorem VEGF
(Senetal., 2012; Sogutelen et al., 2020). L-cystein ma fadu vlastnosti podporujicich rist bungk,
a tedy i bunék RCC. Je nezbytny pro syntézu esencidlnich mastnych kyselin, a proto je dilezity
detoxikacnich procesech, podili se na syntéze acetylCoA a cysteinové zbytky podporuji fadu
procest v mitochondriich a endoplazmatickém retikulu (Inam-u-llah et al., 2018; Bak et al.,
2019; Rehman et al., 2020).

Se vzorky plasmy stejné kohorty pacientil s RCC a zdravych kontrol jako v této praci byla
jiz diive provedena cilena metabolomicka analyza V. Fryzelkovou v ramci jeji diplomové

prace. Ve vétsSiné zmeénénych metabolitech se naSe vysledky shoduji, jako napt. u vyznamné
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zvysené hladiny kyseliny sialové, zvySené hladiny pseudouridinu, hladiny skupiny metabolitti
2-hydroxybutanoatu a 2-hydroxyisobutanoatu u obou pohlavi anebo zvysené hladiny

malonylkarnitinu/hydroxybutyrylkarnitinu u Zen (Fryzelkova, 2022).

Zménéné hladiny statisticky nejvyznamnéjSich metabolitti pacienti s RCC vici zdravym
kontrolam, zjisténych v této praci, odpovidaji zjisténym informacim publikovanych v jinych
studiich, kromé drobnych odchylek. Dle di Meové et al. (2022) byly v mo¢i naméfeny zvySené
hodnoty glukosy pacienti s RCC vii¢i zdravym kontroldm, kdeZto v této praci byly zjistény
snizené¢ hodnoty glukosy; nalezli také nékteré jiné vyznamné zménéné metabolity, napf.
zvySena koncentrace 3-hydroxy-L-kynureninu, 5-hydroxy-L-tryptofanu a serotoninu. Skupina
Ragonové et al. (2016), jejichz studie byla zalozena na NMR v kombinaci s transkriptomikou,
nalezla i jiné statisticky vyznamné zmeénéné hladiny metabolitd, jako napt. 3-hydroxybutyrat.
Dle Poptawskeho et al. (2017), jejichz vyzkum byl proveden pomoci GC-MS
a transkriptomické analyzy, byly v mo¢i naméfeny snizené hladiny myo-inositolu, glukosy a
methioninu, v této praci byla ale namétena zvysena hladina myo-inositolu a glukosy u muzi i
zen a mirn¢ zvySend hladina methioninu u Zen. I tato skupina nalezla nékolik statisticky
vyznamnych zménénych metabolitil, které se nevyskytovaly v této praci, jako napf. snizené

koncentrace fosfatu a sacharosy.

59



6 ZAVER

Cilem této prace bylo analyzovat vzorky moc¢i pacientd s RCC a zdravych kontrol cilenou
metabolomickou analyzou za ticelem lepSiho pochopeni patobiochemie RCC. V teoretické ¢asti
prace byly shrnuty dosavadni poznatky ohledné stavby, funkce a metabolismu ledvin,
aktualniho stavu problematiky karcinomu ledvin, jehoZ soucasti bylo i shrnuti dosavadnich
zjisténi ohledné jednotlivych podtypi RCC, patobiochemii a moznostech studia tohoto
onemocnéni pomoci omickych metod se zvlastnim zaméfenim na metabolomiku. Byly také
popsany zakladni principy nejcastéjSich nastroji metabolomické analyzy — vysokoucéinné
kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii a spektroskopii

nuklearni magnetické rezonance.

Metabolomicka analyza byla provedena pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii, namétena data byla zpracovana a statisticky
vyhodnocena jednorozmérnymi a vicerozmérnymi statistickymi metodami se supervizovanym
1 nesupervizovanym piistupem. Bylo detekovano 169 metabolitd ve 247 vzorcich moce
pacienti s RCC a zdravych kontrol. Byl pozorovan rozdil v metabolismu zdravych kontrol
a pacientll s RCC. Statistickou analyzou bylo zjisténo 17 statisticky vyznamnych spolecnych
metabolitd u pacientd (muzd i Zen) v porovnani se zdravymi kontrolami, né¢kolik desitek
statisticky vyznamnych metabolit u muzi a zen a 13 statisticky vysoce vyznamnych
unikatnich zménénych metabolith pro dané pohlavi, jejichz hladiny byly vyznamné snizené ¢i
zvySené. Nejvyznamejsi ze spolecnych metabolith muzi i Zen byly snizené hladiny
nikotinamidu a zvysené hladiny orotatu. U obou pohlavi byl dale signifikantné snizeny uracil,
1-methylxanthin, hypoxanthin, sukcinat, hippurat, 3-hydroxyfenylpropionat. ZvySenymi

metabolity u obou pohlavi byla naptklad kyselina sialova a pseudouridin.

Nejvice alterovany byl energeticky metabolismus, metabolismus biosyntézy kofaktora,
biosyntézy aminokyselin a metabolismus pyrimidind. Alterace byly nalezeny i v dalsich
biochemickych drahach, napf. v metabolismu tryptofanu, nikotinu a nikotinamidu nebo
metabolismu mastnych kyselin ¢i citratovém cyklu. U vybranych metabolitl byly popsany
dosavadni znalosti o jejich patobiochemii a vyznamu v rdmci RCC, v ptfipad€ chybéjicich tdaji
byly u nekterych metabolitli navrZzeny pti¢iny pro zménu jejich hladin. Vysledky statistické
analyzy byly porovnany s dal§imi studiemi zkoumajici RCC na vzorcich moc¢i pomoci

omickych metod.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

3PG

(04

AQP
BCAA
BHD syndrom
c

C4-D3
C5-D9
CAF

ccA

ccB
ccRCC
cdRCC
CFA

CID
c-Myc
CSC

CT

DCA
DHAP
D-hormon
El

ESI

ETD
FIA-MS
FT-ICR

G

GA3P
HIF-1la
HIF-2a
Hippo-YAP
HLRCC
HNF1B
HPRC
HVA-13C6,180
chRCC
ICR

IL-10
IMS

IRE motiv

LOESS

M

M2

MAPK
MCT1
MCT4
MetSucc D6

3-fosfoglycerat

hladina vyznamnosti

akvaporiny

aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem
Birt-Hogg-Dubého syndrom

klinické vySetfeni

butyryl-L-karnitin-(N-methyl-D3)
isovaleryl-DL-karnitin-D9

fibrioblasty spojené s rakovinou

podtyp jasnobunécného renalniho bunééného karcinomu A
podtyp jasnobuné¢ného renalniho buné¢ného karcinomu B
jasnobunécny rendlni bunéény karcinom

karcinom sbérného (Belliniho) kanalku

kontinualni pratokova analyza

kolizn¢ indukovana disociace

odina regulacnich a onkogenn¢h gent

rakovinné kmenové bunky

vypocetni tomografie

dichloracetat

dihydroxyacetonfosfat

kalcitriol

elektronova ionizace

ionizace elektrosprejem

disociace elektronového pienosu

pratokova injekéni analyza ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
histopatologicky stupen diferenciace
glyceraldehyd-3-fosfat

hypoxii inducibilni faktor 1-alfa

hypoxii inducibilni faktor 2-alfa

draha Hippo protein kinasy a protein asociovany s Yes
hereditarni lelomyomatosa s renadlnim bunéénym karcinomem
hepatocytarni nuklearni faktor 1 beta (transkrip¢ni faktor)
hereditarni papilarni renalni bunécny karcinom
homovanilova kyselina-*C6,80

chromofobni rendlni bunéény karcinom

iontova cyklotronova rezonance

interleukin 10 (typ cytokinu)

separace iontové mobility

RNA motiv vyvolavajici odezvu v expresi genu v zavislosti na hlading

Zeleza

statistickd metoda, typ lokalni polynomidlni regrese
vzdalené metastaze

typ fenotypu makrofagt

kaskada mitogenem aktivované proteinkinasy
monokarboxylatovy transportér 1
monokarboxylatovy transportér 4
methylsukcinat-D6
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MF
MiT-tRCC

MMA D3
MPC

MR
mRCC
MRI
MRM

mTOR
mTORC1
MTSCC

N

NF-xB
NMR
NRF2-ARE

OPLS-DA
p

PC1
PC2
PCA
PDGFB
PLS-DA
pRCC
psi
pVHL
Q

QC
Q-LIT

QaQ
Q-TOF

RCC
SGLT1
SIR

SLC
S-plot
SRM

ssNMR
T

TfR1
TGFA
TGF-p
TKI

mobilni faze

translokacni  rendlni bunéény karcinom s mikroftalmiovym
transkripénim faktorem

methylmalonové kyselina-D3

mitochondrialni pyruvatovy nosic¢

magnetickd rezonance

medularni renalni karcinom

magnetickd rezonance

sledovani  produktovych iontd vzniklych  fragmentaci vice
prekurzorovych  molekul (méd  tandemového  hmotnostniho
spektrometru)

sav¢i cil rapamycinu

sav(i cil rapamycinového komplexu

mucin6zni tubularni vietenobunéény karcinom

metastdzy v regiondlnich mistnich uzlinach

nuklearni faktor kappa B

spektroskopie nuklearni magnetické rezonance

draha faktoru souvisejiciho s erytroidnim nukledrnim faktorem 2 a
antioxida¢n¢ responzivniho prvku

metoda ortogonalni diskriminac¢ni analyzy nejmensich ¢tverct
patologické vySetieni

prvni hlavni slozka metody analyzy hlavnich komponent

druhé hlavni slozka metody analyzy hlavnich komponent

metoda analyzy hlavnich komponent

rustovy faktor odvozeny z beta krevnich desti¢ek

metoda diskriminac¢ni analyzy nejmensich ¢tverct

papilarni renalni bunéény karcinom

libra sily na ¢tvere¢ny palec (anglosaska jednotka tlaku)

von Hippel Lindautiv nddorovy supresor

kvadrupol

(vzorky) kontroly kvality

spojeni kvadrup6lu a linearni iontové pasti (tandemové uspotfadani
hmotnostniho spektrometru)

trojity kvadrupdl

spojeni kvadrupdlu a analyzitoru casu letu (tandemové uspotadani
hmotnostniho spektrometru)

renalni bunéény karcinom

sodikovo-glukozovy kotransportér 1

zdznamu vybranych iontli (mdéd hmotnostniho spektrometru ve spojeni
S plynovou chromatografii)

rodina transportértl prenasejici hydrofilni latky v ledvinach

Korela¢ni diagram

monitorovani vybranych reakci, sledovdni rozpadu iontu (moéd
tandemového hmotnostniho spektrometru)

spektroskopie nukledrni magnetické rezonance v pevném stavu

rozsah primarniho nadoru

transferinovy receptor 1

transformuyjici ristovy faktor alfa

rustovy faktor fubroblastu beta

inhibitory tyrosinkinasové aktivity
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TNM

tRCC

uRCC

VBC komplex
VEGF

VHL syndrom
WHO

klasifika¢ni systém nadorového postizeni

translokacni karcinom ledvin

nezafazené karcinomy ledvin

komplex von Hippel Lindauova nadorového supresoru a elonginu B a C
vaskularni endotelalni ristovy faktor

von Hippel Lindautiv syndrom

Svétova zdravotnicka organizace
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9 PRILOHY

Ptiloha 1: Tabulka ptvod vzniku, popisu bunék karcinomu, histopatologického popisu,
procentualniho zastoupeni v ramci karcinomi ledvin, nejcastéjsiho genomického
profilu a nejcastéjsi spojené mutace v genech pro jednotlivé vybrané typy renalniho
bunééného karcinomu

79



Procentualn
i

Typ karcinomu . . . y . : _ . zastoupeni Nejcastéjsi Nejcastéjsi spojené
(zkratka) Piivod vzniku Popis bunék karcinomu Histopatologicky popis V ramci genomicky profil mutace v genech
karcinomti
ledvin
Epitel stoceného s rﬁggyglesrtlszil%ﬂiiizzizeni Ztrata 3p, 9p, VHL,
CcRCC kanalku Jasné buitky” e s T 700 Sastecnd ztrita | PBRML, SETD2, BAP
proximélniho Y a Cystis 14q, delece 8p, | -1, KDM5C a MTOR¥
tubulu” degradace s moznou zisk 7 a 5q¢§ o
kalcifikaci
Trizomie
Malé buriiky se svétlou chromozorpu 7a
17, ztrata
cytoplazmou a chromozomu Y
hyperchromatickymi . ; FH, METTTfTT #:
Typ 1 o, L zisky 7pa 17p (u T
malymi jadry, jez jsou e DO
.o b o . , nékterych také
V jedné vrstvé na bazalni Hypovaskularizované a
. . S L 2L . chromosomu 2, 3
Epitel stoCeného | membrané téla papil mén¢ heterogenni nadory 12, 16 a 20)% 11
pRCC kanalku distalniho nez u ccRCC s moznym 10-15 %° " s
tubulu® krvacenim, nekrézou a Trizomie
Velké buriky s objemnou kalcifikaci”
ofilni 1 chromozomu 7 a
cozinofiln cytoplasmou a 17, rita FH,
Typ 2 ‘ {).en ,ymi \fmistezh chromozomu'Y, | CDKN2A, SETD2,
nekfé; )ia abilach’ vice ziskil a ztrat | fuze TFE3*H 8 71T 11
¥)na pap chromosomalnich
Ztrata jedné kopie
Interkalarni bunky T e Oranzovy, celého
chRCC nebo distalniho tubulu a si;;e\?;closl;/iﬂteoblll:fn};ss a hypovaskularizovany, chromozomu 1, 2,
kortikalniho | Cytop homogennéjsi nez ccRCC a 5 %' 6, 10, 13a 17, FLCN, PTEN™"" 7Tt
crRCC . perinuklearnim “vr 1. oy < Ny
sbéraciho o u vétsich nadord se muze nékdy i ztraty
projasnénim o
chromozomau 3, 5,

kanalku®$s ™"

objevit nekroza”

8,9,11,18a21™

80




Mohou produkovat
mucin, smes epitelidlnich

S a stromalnich prvkl a Variabilni a . IR NF2, a BAP1
nerozpoznatelné typy
bungk; variabilnit#
Translo Papilarni ristovy vzor, Nejcastéji
Kace v sloZeny z jasnych bunék translokace v
C a obsahuji psamomat6zni Xpllna , -
Translo tubulus™™ Vnofeny ristovy vzor, pRCCTTTTff gMITBmm,' e
Kace v skladaji se z vétsich a Translokace p21 a
TFEB mensich epiteloidnich ql2 v TFEBH#HH
bundldHH
5 Genomické alterace
Nepravidelné infiltruiici Sedobily heterogenni a Ztrata v NF2, mutace
Stény sbérného is oFAdani bunékJ hypovaskularizovany nador heterozygotnosti | SETD2, amplifikace
cdRCC kanalku ve *dfeni s%esmoplazii . S mozZnou nekrc?zou, Pod 1 % 1q, 6p, 8p, 13q, HER?2 a ztrata
ledvin eozinofilni cytoplasmou” krvace'mm, C}./stlck%u§§§§ 21qa VZ&CH?§§)§% exprese s
degradaci a kalcifikaci™ chromozomi SMARCB1/INI1 :
*******’ TTT%T%%
Epitelialni bunky s
retikularnim, adenoidné | Hypovaskularni infiltrujici Ztrata 22q11.23, | Uplna ztrata exprese
mRCC Bunky distalniho cystickym nebo 1éze zptisobujici dilataci a loziskova tumor supresorového
s deficitem tubulu a sbérného Zloutkovym vackem, obstrukei ledvinového Pod 1 %' amplifikace genu
SMARCB1 kanalku nefronu” nekrozou, stromalni kalichu, ¢asto spojena 11g14.3azisk | SMARCBI/INIL™™
desmoplazii a znaénym s adenopatii” S0 RRRARRRY *
Dlouhé a uzké tubularni
Pravdépodobné eplvtf:hah’n buiiky Zlutohnédy, sedy nebo Ztraty
Henleho smycka uspofidané ve sputu, svétle zluty povrch fezu chromozomi 1, 4, | Homozygotni delece
MTSce bo sberng vyplnéne bilou s neobvyklgmi oblastmi | PO9L% | 656,13, 14,15 | CDKN2A/BTT
nevo STTeTI:TIT};T mucindzni matrici a DEODVYX yr;l;@if st 1)) §SEEETES, Hrrek
kanalek vietenovymi nekrozy*+H a22 ’
butikami it
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