Abstrakt

Vyvoj a validace metod pro stanoveni endogennich sloucenin zlstava i pres velky
pokrok v analytickych technikach stdle naroénym ukolem, vzhledem k pfirozené pfitomnosti
analytu ve zkoumané biologické matrici. Na rozdil od xenobiotik, kterd se bézné v biologickém
materidlu nevyskytuji, pfedstavuji endogenni latky zdsadni problém vedouci k nemoZnosti
ziskat analytu prosty vzorek tzv. blank, kterého se vyuziva pfi vyvoji a validaci nové metody
pro pfipravu referencnich vzorkl. Je popsano nékolik obecné uzndvanych a pouZivanych
postupl pro reSeni tohoto problému, jako je pouziti ndhradnich matric, matric ocisténych od
analytu, nebo zastupnych analyt(i, nicméné pouzité pracovni postupy vsak ne vidy splfuji

pozadavky na vyvoj spolehlivé analytické metody dle valida¢nich smérnic a predpisa.

Cilem této studie bylo navrhnout novy pfistup v pfipravé valida¢nich referencnich
vzorkU pfi zachovani povahy biologické matrice a vyreSeni problému s pfirozenou pfitomnosti
analyzovanych sloucenin v téchto vzorcich a validovanou metodu aplikovat v ramci
metabolomickych studii zamérenych na vyzkum vybranych jaternich onemocnéni v ramci
klinického i zdkladniho vyzkumu na in vivo modelech. Pouzity postup je odvozen od metody
standardniho pridavku. Na rozdil od klasické metody je vSak pridavek upraven dle zjisténé
bazalni koncentrace sledovanych latek ve smésné biologické matrici tak, aby byla
v referencnich vzorcich ziskdana predem definovana koncentrace odpovidajici poZzadavkim
regulatornich organu. V ptipadé této prace se vychazelo zvalida¢nich doporuceni pro
bioanalytické metody, vydaného Evropskou |ékovou agenturou (European Medicines Agency
— EMA). Hlavni vyhodou a inovaci validacniho konceptu, uréeného pro endogenni latky
popsaného v nasi prdci, je implementace autentické, nemodifikované biologické matrice
a autentického analytického standardu pfi ptipravé referencnich vzork(. Tento novy pfistup
byl pouZzit v rdmci validace LC-MS/MS metody urcené ke kvantifikaci 15 Zlucovych kyselin
pritomnych v lidské plazmé. Metoda byla Uspésné validovédna podle smérnice EMA s dolni mezi
kvantifikace 5 nM a linearitou v rozmezi 5-2000 nM. Validovana metoda byla nasledné pouzita
v metabolomické studii na kohorté 28 téhotnych Zen k detekci intrahepatdlni cholestazy,
hlavniho jaterniho onemocnéni pozorovaného u téhotnych. Vyzkum probihal také v ramci
studii orientovanych na kvalitativni a kvantitativni zmény koncentraci Zlu¢ovych kyselin

na in vivo modelech s estrogeny indukovanou cholestazou.



