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Souhrn

Vyvoj a validace metod pro stanoveni endogennich sloucenin zlstava i pres velky
pokrok v analytickych technikach stdle naroénym ukolem, vzhledem k pfirozené pritomnosti
analytu ve zkoumané biologické matrici. Na rozdil od xenobiotik, kterd se bézné v biologickém
materialu nevyskytuji, pfedstavuji endogenni latky zasadni 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
postupu pro feSeni tohoto problému, jako je pouziti ndhradnich matric, matric o¢isténych od
analytu, nebo zastupnych analytli, nicméné pouzité pracovni postupy vsak ne vzdy splnuji

pozadavky na vyvoj spolehlivé analytické metody dle validacnich smérnic a predpisQ.

Cilem této studie bylo navrhnout novy pfistup v pfipravé validacnich referencnich
vzork( pfi zachovani povahy biologické matrice a vyfeseni 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 pfidavku. Na rozdil od klasické metody je v3ak pfidavek upraven dle zjisténé
bazalni koncentrace sledovanych latek ve smésné biologické matrici tak, aby byla
v referencnich vzorcich ziskana predem definovana koncentrace odpovidajici pozadavkim
regulatornich organd. V pfipadé této prace se vychazelo zvalidacnich doporuceni pro
bioanalytické metody, vydaného Evropskou lékovou agenturou (European Medicines Agency
— EMA) [1]. Hlavni vyhodou a inovaci valida¢niho konceptu, ur¢eného pro endogenni latky
popsaného v nasi praci, je implementace autentické, nemodifikované biologické matrice
a autentického analytického standardu pfi pripravé referencnich vzorkl. Tento novy pfistup
byl pouzit v rdmci validace LC-MS/MS metody urcené ke kvantifikaci 15 Zlucovych kyselin
pfitomnych v lidské plazmé. Metoda byla Uspésné validovana 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 intrahepatalni 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.



Summary

Despite the significant progress in analytical techniques, the development and
validation of methods for determining endogenous compounds is still a challenging task due
to the natural presence of the analyte in the investigated biological matrix. In contrast
to xenobiotics, which do not normally occur in biological material, endogenous substances
represent a fundamental problem leading to the impossibility of obtaining an analyte-free
sample, the so-called blank, which is used in the development and validation of a new method
for the preparation of reference samples. Several generally accepted procedures to solve this
problem are described, such as the use of surrogate matrices, analyte-purified matrices,
or surrogate analytes; however, the used procedures do not always meet the requirements

for developing a reliable analytical method according to the given guidelines and regulations.

This study aimed to propose an alternative approach in the preparation of validation
reference samples while preserving the original biological matrix and solving the problem with
the natural presence of analyzed compounds in these samples and, subsequently, apply the
validated method as part of metabolomic studies focused on the research of selected liver
diseases. The presented procedure is based on the standard addition method. However,
in contrast to the classic method, the addition is adjusted according to the basal concentration
of the monitored substances in the mixed biological matrix, so that a predefined concentration
is obtained in the reference samples. In this work, we followed the validation
recommendations for bioanalytical methods issued by the European Medicines Agency (EMA)
[1]. The main advantage and innovation of our validation concept is the implementation of an
authentic, unmodified biological matrix and an authentic analytical standard in preparing
reference samples. This novel approach was used to validate an LC-MS/MS method designed
to quantify 15 bile acids in human plasma. The method was successfully validated with a lower
limit of quantification of 5 nM and linearity in the range of 5-2000 nM and used in
a metabolomic study on a cohort of 28 pregnant women to detect intrahepatic cholestasis.
The research was also focused on bile acids metabolomics in animal models

of estrogen-induced cholestasis.



1. Uvod

Za endogenni latky povazujeme ty latky, které jsou pfirozené pritomné v organismu.
Je to velmi rliznorodd skupina a fadime sem napfiklad hormony, aminokyseliny, enzymy,
peptidy, proteiny, intermediaty, koncové produkty metabolickych drah a mnoho dalSich.
Konkrétni latky ze skupiny endogennich slouc¢enin mohou byt produkovany ubikvitné, rGznymi

tkanémi, nebo mohou byt striktné organové specifické.

Vzhledem k tomu, Ze mnohé patologické zmény a onemocnéni mohou zdsadnim
zpUusobem ovlivnit produkci téchto latek, mohou byt nékteré z nich s vyhodou vyuzity jako
markery chorob a jejich stanoveni mlze byt pfinosné pro klinickou diagnostiku. Vyuzit je vak
Ize nejen k diagnostice ur¢itého onemocnéni, ale i ke sledovani jeho progrese, nebo efektivity

nasazené lécby [2-4].

V dnesni dobé je jiz zcela bézné vyuZiti mnoha endogennich latek jako diagnostickych
marker( a diky védecko-vyzkumnym aktivitdm se standardni panel biochemickych vysetreni
stdle rozrista o nové. Tento trend v mnoha ptipadech prinadsi benefity v rychlejsi a pfesnéjsi

diagnostice [5].

1.1. Zluéové kyseliny

Vyznamnou skupinou endogennich latek jsou i ZluCové kyseliny, na které je zamérena
predklddana diserta¢ni prdce. Struktura ZluCovych kyselin obsahuje celkem 24 uhlik(
a je odvozena od cyklopentan-perhydrofenanthrenového skeletu, na ktery jsou navazany
hydroxylové skupiny a alifaticky fetézec zakonéeny karboxylovou funkéni skupinou. Zlu¢ové
kyseliny jsou i navzdory svému amfipatickému charakteru ve vodé spise hlife rozpustné. Pro
zlepSeni rozpustnosti ve vodném prostredi organismu dochazi ke konjugaci s aminokyselinami
taurinem nebo glycinem, v mensi mire pak ke konjugaci se sulfatem nebo kyselinou
glukuronovou, coz probihd v jatrech (Obrazek 1). Z fyziologického hlediska hraji Zlucové
v metabolismu cholesterolu, ktery je prekurzorem jejich syntézy a slouzi jako jeden
z mechanism( eliminace endogenniho cholesterolu. V posledni dekadé se ukdazalo, Ze Zlu¢ové
kyseliny maji velky vyznam i jako signalni molekuly ovliviiujici energeticky metabolismus

organismu [6].
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Obrazek 1. Kyselina cholova jako modelovy pfiklad obecné struktury Zlu¢ovych kyselin
s vyznacenymi misty moznych konjugaci.

1.1.1. Syntéza ZluCovych kyselin

Jak bylo uvedeno v predchozi kapitole, prekurzorem syntézy Zlucovych kyselin
je cholesterol a za jeden den se jej pfetvori okolo 0,5 gramu [7]. Syntéza ZluCovych kyselin
je komplexni déj, na kterém se podili 17 enzyma, které jsou exprimovany predevsim v jatrech.
V konecné fazi metabolické drahy se formuji tzv. primarni Zlucové kyseliny [8]. Mezi
nejdulezitéjsi primarni Zlucové kyseliny u lidi patfi kyselina cholovd (CA) a chenodeoxycholova
(CDCA) [9]. Z primarnich zluéovych kyselin jsou pak procesem dehydroxylace v poloze 7,
prostfednictvim stfevniho mikrobiomu, tvoreny sekundarni Zlucové kyseliny [10]. Stfevni
mikrobiom se mimo dehydroxylaci podilii na ¢aste¢né dekonjugaci, takze ve vysledku najdeme
ve stfevnim obsahu smés primarnich a sekundarnich Zluéovych kyselin, z nichz cast
je dekonjugovana [11]. Mimo vySe uvedeného déleni mizeme Zlucové kyseliny dale rozdélit
na zakladé pozice navazanych hydroxylovych skupin na C3, C6, C7 a C12 [12], nebo dle jejich

poctu na mono-, di-, nebo trihydroxylované [8].
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Za zminku stoji i fakt, Ze Zlu¢ové kyseliny mohou byt druhoveé specifické. Napfiklad u lidi
patfi mezi dominantni kyselina cholova a chenodeoxycholova, u mysi a potkan( kyselina
a- a B-muricholova, u medvédu kyselina ursodeoxycholovd (UDCA) a napf. u prasat kyselina

hyodeoxycholova [8].

Zamérime-li se na samotnou syntézu Zzluéovych kyselin, rozliSujeme dvé zakladni
syntetické cesty. Klasicka cesta, nékdy uvddénad jako neutrdini a alternativni cesta. Spole¢nym
produktem obou téchto cest jsou primarni Zlu¢ové kyseliny [13]. Pokud cely proces shrneme,
pak nejduleZitéjSimi kroky celé biochemické drahy jsou zkraceni postranniho fetézce
cholesterolu, redukce dvojné vazby v poloze 5 a hydroxylace. U kazdé z vySe zminénych cest

dochadzi k hydroxylaci na jiném konkrétnim uhliku.

Pro klasickou cestu je typicka hydroxylace na 7. uhliku prostfednictvim 7a-hydroxylazy
(CYP7A1) za vzniku 7a-hydroxycholesterolu. Tento krok je klicovy regulacni bod tvorby

Zlucovych kyselin [7, 14].

Alternativni cesty syntézy Zlucovych kyselin jsou z pravidla zahdjeny hydroxylaci
na postrannim fetézci v poloze 24, 25 nebo 27 za vzniku oxysteroll [7]. Dalsi kroky poté
smeéruji k modifikaci steroidni ¢asti molekuly a zkraceni postranniho fetézce. Spole¢nym
krokem alternativnich cest je hydroxylace téchto oxysterold na 7. uhliku prostfednictvim
oxysterol 7a-hydroxyldzy (CYP39A1) [7]. Kone¢nym produktem metabolické drdhy je kyselina
chenodeoxycholova [9]. U lidi se alternativni cestou fyziologicky tvofi zhruba 6-7 mg
24-hydroxycholesterolu za den a jen pouze polovina je dale transformovana na Zlucové
kyseliny [15]. Oproti celkovému mnozstvi 500 mg Zluéovych kyselin nové syntetizovanych

za den, je to jen nepatrné mnoistvi [7, 12].
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1.1.2. Metabolismus a regulace syntézy Zlucovych kyselin

Jak bylo zminéno jiz v ivodni kapitole, hlavni funkci Zlu¢ovych kyselin je emulgace
lipidové slozky traveniny, ¢imZ dochazi ke zvétSeni povrchu mezifazového rozhrani
a usnadnéni pfristupu lipolytickych enzym( ke slozkdam traveniny. Ze smési tukl z potravy,
jejich hydrolytickych produktd a fosfolipid( a Zlucovych kyselin jako soucasti Zluci, vznikaji
emulgaci tzv. smésné micely [16]. Jak smésné micely postupné prochdazeji tenkym stfevem,
predavaji svlj obsah pfi styku s kartaCovym lemem enterocytlim. Nakonec se v distalnim ileu
vstrebdvd az 95 % ZluCovych kyselin, které se vraci portalni Zilou zpét do jater [11].
Nevstiebané Zlucové kyseliny, mezi néz patfi nejcastéji kyselina litocholovad (LCA) odchazi
z téla se stolici [11, 17]. Pfi transportu v plazmé jsou Zlu¢ové kyseliny navazany na albumin

a lipoproteiny, zejména HDL [18].

Jak jiz bylo zminéno v sekci 1.1.1, pfi prachodu stfevem vznikaji plisobenim strevni
mikrobioty z primdrnich Zlu€ovych kyselin sekundarni Zlu¢ové kyseliny: kyselina deoxycholova
(DCA), litocholova, ursodeoxycholova, hyodeoxycholovd a hyocholovd [19-21]. Konjugaci
primarnich (syntetizovanych v jatrech) a sekundarnich (dopravenych do jater portalnim
obéhem) Zlucovych kyselin vznikaji v jatrech rozpustnéjsi formy téchto kyselin. Primarné
se v ramci konjugace uplatiuji aminokyseliny glycin a taurin. Vzniklé konjugdty mohou vsak
podstupovat dalsi biotransformaci v podobé glukuronidace, sulfatace, hydroxylace, ¢i oxidace
[20]. Je dullezité si uvédomit, Ze zastoupeni jednotlivych Zlucovych kyselin je druhové
specifické, a i v ramci jednoho ZivocisSného druhu je zde velka interindividudIni variabilita.
Na celkovy objem Zlu€ovych kyselin a jejich individualni koncentrace ma vliv mnoho faktord,
je dalezité brat v potaz Zivotni styl i pfipadné patologické déje probihajici v organismu [14].
Nicméné i v pripadé nékterych fyziologickych déjli (napf. téhotenstvi), mlZe dochazet
k patologickym zménam v hladinach Zlu€ovych kyselin v souvislosti s hormonalnimi zménami

[22].

Udrzeni homeostazy ZluCovych kyselin je striktné regulované [23, 24]. Rychlost syntézy
zlu€ovych kyselin je regulovana pfedevsim na urovni 7a-hydroxylazy (CYP7A1). Exprese genu
kddujiciho tento enzym je ovlivnéna aktivaci Farnesoid X receptoru (FXR) [25, 26]. V jatrech
pak po navazani Zlucovych kyselin na FXR receptor dochazi k aktivaci transkripénich faktoru
zahrnutych v metabolismu Zlucovych kyselin a lipid( [7, 26]. Pro Uplnost je tfeba uvést, Ze FXR

je kromé jater exprimovdan také v tenkém stfevé, ledvinach a nadledvindach [27].
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Lze si polozit otazku, proc je hladina ZluCovych kyselin tak striktné regulovana. Tento
fakt souvisi s jednou dUllezitou vlastnosti, ktera zde prozatim nebyla zminéna, a to je
cytotoxicita ZluCovych kyselin. Ta mulze vést k poskozovani membrany mukdznich bunék
a rozvoji souvisejicich patologii [19, 28]. Cytotoxicita Zlucovych kyselin je dana jejich
detergentnimi vlastnostmi a stoupd se stoupajici hydrofobicitou molekuly. Z tohoto hlediska
disponovat mechanismy, které kontroluji produkci a hladiny téchto latek tak, aby se zabranilo

moznému poskozeni tkani, se kterymi pfichazeji do styku [6, 19, 20].

1.1.3. Patofyziologie souvisejici se Zlu¢ovymi kyselinami

Vzhledem ke své cytotoxicité mohou Zlu¢ové kyseliny hrat zasadni roli v kancerogenezi
u orgdanl jako jsou jatra, Zzlucnik, nebo gastrointestindlni trakt, se kterymi pfichazeji do styku

ve vysokych koncentracich [19, 23, 24].

Homeostdza Zlu¢ovych kyselin mize byt ovlivnéna fadou faktor( spojenych zejména
s nemocemi jater, Zlu¢niku, stfev nebo také s uzivanim nékterych léciv. Prikladem jaterniho
onemocnéni ovliviiujiciho mimo jiné i hladiny Zlu¢ovych kyselin je intrahepatalni cholestaza
[22]. Cholestaza je onemocnéni souvisejici s poruchami tvorby a vylucovani zludi, pro které
jsou charakteristické i zmény hladin Zlucovych kyselin [21]. Cholestazu mizeme rozdélit
na akutni a chronickou, intra nebo extrahepatalni, vrozenou nebo ziskanou [10, 22].
Cholestdzy mizZeme rozdélit také na zanétlivé a nezanétlivé, cholestdazy v souvislosti
s poskozenim Zlu¢ovodl nebo cholestdzy zplsobené mechanicky [22, 31]. Mezi nezanétlivé
intrahepatalni cholestazy se radi naptiklad i méné znama cholestaza spojena s téhotenstvim
(Intrahepatal Cholestasis of Pregnancy — ICP) [32, 33], jejiz diagnostika byla i soucasti této

prace.

ICP mda v Ceské republice incidenci okolo 0,85 % a vyznaluje se hormonalné
podminénou poruchou jater nejcastéji béhem 3. trimestru [34]. V rdmci klinickych projevi
mUlzZeme pozorovat pruritus, abnormalni plazmatické koncentrace Zlucovych kyselin
a jaternich aminotransferaz [22, 35]. V tomto ohledu je dllezité mit na paméti, Ze i mirné,

klinicky nezfejmé projevy u matky, mohou mit fatdlni nasledky pro plod [35].
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Jako jeden z pouzitelnych markeru v diagnostice ICP se zdaji byt pravé ZluCové kyseliny,
u kterych dochazi béhem rozvoje onemocnéni k vzestupu celkové koncentrace v plazmé
az nad 10 uM [35]. V soucasnosti je tento jev spojovan s vykyvy koncentraci placentarnich
hormonl béhem téhotenstvi, jmenovité napf. choriového gonadotropinu, choriového

tyreotropinu, estrogentll a progesteronu [35, 36].

1.2. Stanoveni xenobiotik

Analytické techniky, zejména pak separacni metody ve spojeni standemovou
hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) hraji v analyze xenobiotik svou vyznamnou roli,
at uZ se jednd o |écCiva, nebo toxické latky [37-41]. Tato technologie se stéle vice vyuZiva jako
nahrada malo specifickych enzymatickych test(i, vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) s UV/VIS nebo fluorescencni detekci. Technika zaroven poskytuje komplementarni
informace k dalsSim spektralnim metoddm jako je NMR, infracervenda spektrometrie, nebo
ramanovska spektrometrie. Velkou vyhodou LC-MS/MS pro stanoveni xenobiotik ve srovnani
s klasickou HPLC-UV/VIS je zejména vysoka selektivita a v mnoha pfipadech i vyrazné vyssi
citlivost. Z hmotnostnich detektorll, které jsou v dnesni dobé nejcastéji vyuzivany
v kvantitativni analyze, dominuje zejména detektor typu trojity kvadrupdl [42-46], nebo
detektory s vysokym rozliSenim (HRMS) [47-49]. Pokud tyto dva detektory porovname,
vyhodou prvniho z nich je vyssi citlivost, nicméné na rozdil od HRMS je vhodny pouze pro
cilenou analyzu latek, nej¢astéji v rezimu ,,Multiple Reaction Monitoring” (MRM). Oproti tomu
HRMS umoznuje méfit monoizotopické hmoty latek s presnosti az na 5 desetinnych mist, ¢imz
i pres svoji nizsi citlivost naléza své uplatnéni v kvantitativni analyze diky vyraznému zlepseni
selektivity. Tyto detektory Ize navic nasadit v pfipadech necilené analyzy latek a jsou tedy
vhodné v oblasti metabolomickych analyz [50-52]. Vyvoj LC-MS/MS metody pro stanoveni
xenobiotik v biologickém materidlu je mnohastupniovy proces zahrnujici jak vyvoj separacni
metody pro optimalni rozdéleni stanovovanych analytd a jejich oddéleni od matricnich
interferent(, tak i optimalizaci nastaveni hmotnostniho spektrometru pro ziskani dostate¢né
citlivosti metody. Na tomto misté nelze opomenout ani nutnost vyvoje vhodné metody
pfipravy vzorku, protoZze malokdy je mozné biologicky vzorek nastfikovat bez Upravy pfimo

do LC-MS systému.
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K dispozici je mnoho metod, které pfi Upravé vzorku poskytuji rlizny stupen precisténi,
nicméné vétsina vSech modernich metod je odvozena od tfi plvodnich zakladnich metod,
kterymi jsou precipitace proteinli (PP), nebo separace analytu mezi dvé nemisitelné faze.
Do tohoto reZimu spada extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE), nebo extrakce na pevnou fazi

(SPE).

Zavérecnou fazi vyvoje kaidé nové analytické metody je jeji validace. Validace
je proces, kterym ziskdvdme informace o kvalité nové vyvinuté analytické metody
ustanovenim definovanych kritérii, jejich méfenim a naslednym porovnanim. Existuje velké
mnozstvi validacnich predpisi, nicméné v oblasti bioanalyzy patfi mezi dlouhodobé
etablované zejména predpisy Evropské lékové agentury (European Medicines Agency — EMA)
[1], nebo amerického Ufadu pro kontrolu potravin a lé¢iv (Food and Drug Administration —

FDA) [53].

Béhem svého studia jsem se zabyval vyvojem nékolika metod pro stanoveni xenobiotik,

v vev

kyselin. Nasledujici kapitoly prace budou tedy vénované predevsim této problematice.

1.3. Stanoveni endogennich sloucenin — problematika slepého vzorku

Screening a kvantifikace mnoha endogennich latek, kam fadime i Zlucové kyseliny,
patfi jak ve vyzkumu, tak v béZzné klinické praxi, k panelu standardnich vysetfeni [54-57]. AvSak
vyvoj a validace bioanalytickych metod pro stanoveni endogennich latek s sebou pfinasi urcité

obtize.

Jak bylo zminéno v pfedchozi kapitole, v oblasti xenobiotik, jsou k dispozici osvédcené
postupy pro vyvoj a validaci metody [1, 53], nicméné v pfipadé endogennich latek nardzime
na jednu zasadni prekazku, kterou je nemozZnost ziskat autentickou biologickou matrici bez
pritomnosti stanovovaného analytu, tzv. slepy vzorek, neboli blank [5]. V pfipadé endogennich
sloucenin obsahuje biologicky vzorek obvykle analyt o nezndmé koncentraci, coZ vede
k problémim s hodnocenim selektivity metody nebo s pfipravou referencnich vzorkd, jako
jsou kalibratory a vzorky kontroly kvality (QC vzorky). Tento problém lze fesit nékolika

pfistupy. Jednou z dobfe zavedenych metod je metoda standardniho pridavku analytu.
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Tento postup je preferovan, je-li k dispozici dostate¢ny objem vzorku a je tfeba ucinné
kompenzace matri¢nich efektd. Stava se vSak nepraktickym v pfipadé vétsich sérii vzork( a pfi
delsich ¢asech jedné analyzy, kdy dochazi k neimérnému narlstu doby celkové analyzy série

vzorkU. Navic tato metoda neni schopna kompenzovat pfechodné matricni efekty [58].

Dalsi béZné pouzivany pfistup pro pfipravu referencnich vzorkl je zaloZzen na pouZiti
autentického analytu pfidaného do zastupné matrice [5]. Obecné postupy pouZivané

pro pfipravu zastupné matrice zahrnuiji:

1) Pouziti Cistého rozpoustédla [8, 59-62]. Vyhodou tohoto postupu je jeho
jednoduchost a dlouhodoba reprodukovatelnost. Na druhou stranu zcela ignoruje vlastnosti

a sloZeni autentického biologického materialu.

2) Pripravu syntetické matrice, nazyvané také simulovana nebo uméla biologicka
matrice [5, 63]. Na rozdil od pouziti Cistého rozpoustédla pfindsi tento postup vyhodu
spocivajici v ¢astecném napodobeni origindlniho biologického materidlu. Na druhou stranu je
Casto problematické zcela napodobit sloZeni autentické matrice. V pfripadé komplexnich
vzorku, jako je sérum, plazma, plna krev nebo tkdné, je vétSinou nemozné do syntetické

matrice zahrnout vSechny slozky autentického biologického materidlu.

3) Pripravu matrice purifikované od stanovovaného analytu [5]. V tomto pfipadé
se autenticky biologicky material ocistuje od analytu purifikaéni metodou, ktera by méla byt
schopna selektivné analyt z matrice odstranit. Deplece analytu mize byt dosazeno chemickym
rozkladem, enzymatickym zpracovanim nebo stripovdanim vhodnym sorbentem. Nevyhodou
postupu je potencidlné mozna eliminace dalSich latek pfitomnych v biologické matrici.
Oblibenym postupem v oblasti deplece analytu je stripovani aktivnim uhlim [30, 64, 65],
nicméné tento postup skyta nékolik zasadnich uskali. Stripovani se ¢asto provadi pfi
laboratorni teploté v nékolika po sobé jdoucich krocich béhem nékolika hodin [64], béhem
kterych m(ze dojit ke zménam v matrici, jenZ nejsou pozorovany v prubéhu standardni
pfipravy vzorku. Mohou byt také eliminovany pfipadné slozky matrice odpovédné za matri¢ni
efekty. Ve vysledku mohou tyto faktory vést k situaci, Ze stripovana matrice neni kvalitativnim

ani kvantitativnim sloZzenim ekvivalentni autentické matrici.
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Dal$im negativnim faktorem muzZe byt samotné aktivni uhli. V ptipadé, Ze stripovana
biologickd matrice bude obsahovat rezidua aktivniho uhli, mQzZe pfi ptipravé referencnich
vzorkd dochazet k adsorbci priddvaného analytu, coz ve vysledku povede k nizsi nez nominalni
koncentraci analytu v pfipravovaném referenénim vzorku [5, 30]. Problém muzZe pfedstavovat
také variabilita mezi SarZzemi pti pripravé matrice ochuzené o analyt, a to at uZ se provadi
v laboratofi, ¢i pochdzi z komeréniho zdroje [5]. DalSi z moZnych nevyhod stripovani
je i relativné nizka vytéznost purifikované matrice, jak bylo mimo jiné prokazano v nasi
laboratofi (viz Sekce 4.2.1.). Metoda neni proto pfilis vhodna pro téZzko dostupné biologické
matrice, kde je k dispozici pouze jeji limitované mnozstvi. Ve viech uvedenych pfipadech
je pro zajisténi spolehlivé kvantifikace dilezité ovéfit paralelitu kalibraci pfipravenych

v ndhradni a autentické matrici.

4) Zcela odliSnym pfistupem je pouZiti autentické nemodifikované matrice
a zastupného analytu. V tomto pfipadé se pouzivaji analogy znacené stabilnimi izotopy (Stable
Isotope Labeled Analogs — SILA) [66] spolu s MS nebo MS/MS detekci. V soucasné dobé je
tento pfistup pravdépodobné nejefektivnéjsim zplsobem, jak vyresit problém inherentni
pfitomnosti endogennich sloucenin v biologickém materidlu. Vyhodou této metody
je mozZnost pouZiti autentické matrice pro pripravu referencnich vzorkd bez nutnosti jejich
dalSich Uprav. Na druhou stranu, SILA nemusi byt vidy dostupné pro vSechny analyty.
Deuterované analogy mohou také vykazovat vyrazny izotopicky efekt [67]. Pro kaZzdou
stanovovanou slouceninu jsou navic zapotrebi dva izotopicky znacené standardy, z nichZ jeden
slouzi jako zastupny analyt a druhy jako odpovidajici vnitfni standard. V pfipadé

multianalytovych metod se z tohoto hlediska stava vyuziti SILA ekonomicky nevyhodné.

Velice podobnym pfistupem jako je pouZiti SILA je vyuzZiti derivatizace analytu stabilnim
izotopem (DASI) [68, 69]. Metoda je zaloZena na soucasné derivatizaci autentického standardu
neznaenym a stabilnim izotopem znacdenym chemickym cinidlem. Timto zpUsobem jsou
vytvoreny derivaty, které nejsou pfitomny v autentické biologické matrici. Neznaceny derivat
se pouziva jako zastupny analyt, zatimco znaceny slouzi jako odpovidajici vnitini standard.
Ve srovnani s pouzitim SILA je velkou vyhodou této metody Sirokd dostupnost znacenych
derivatizacnich cinidel pro bézné funkéni skupiny (hydroxyl, amin, karboxyl nebo karbonyl)
a vyvijena metoda tak neni zavisla na dostupnosti SILA. Na druhou stranu, ne vSechny analyty

musi obsahovat funkéni skupiny vhodné k derivatizaci.
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Samotny proces derivatizace je casto Casové ndroCny a v nékterych pripadech
je provadén za extrémnich podminek (vysoké teploty, pH), které mohou vést k rozkladu
analytu ¢i vzniku artefakt(l. Vice informaci k tomuto tématu lze nalézt v praci Khamise et al.

[68].

1.4. Metody stanoveni zluCovych kyselin

Objasnéni metabolismu ZluCovych kyselin, at za fyziologického nebo patologického
stavu vyzaduje nasazeni spolehlivych analytickych technik. Diky pokrokim v instrumentaci
je v dnesni dobé jiz mozné stanovovat Zlucové kyseliny v mnoha biologickych matricich, jako
je plazma, sérum, zZlu¢, mo¢, tkanové homogenaty nebo stolice [70-72]. Vzhledem k vyssi
vypovidaci hodnoté se uprednostiiuje stanoveni souboru jednotlivych Zlucovych kyselin, pred
stanovenim pouze jejich sumy [61, 70, 71, 73]. Ktomuto Ucelu se v dnes$ni dobé zdaleka
nejcastéji vyuzivd metoda kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

(LC-MS) [30, 70, 73, 74].

1.4.1. Separacni techniky v analyze Zlu€ovych kyselin

Mezi metody, se kterymi se asto setkdvame v oblasti analyzy Zlu¢ovych kyselin, patfi
separacni techniky spojené s vhodnou detekéni koncovkou. KdyzZ se podivdme do historie, tak
jiz v 50. letech 20. stoleti byla k rozdéleni jednotlivych nekonjugovanych Zluéovych kyselin
poprvé aplikovdna metoda papirové chromatografie [75]. DalSim vyznamnym meznikem bylo
vyuziti tenkovrstvé chromatografie, diky niz bylo mozné separovat zlucové kyseliny podle tfid
na nekonjugované, glycin-konjugované a taurin-konjugované, avsak separace jednotlivych
Zlu¢ovych kyselin nebyla stdle mozna. Analyza s vyuZitim TLC nenalezla SirSiho uplatnéni,
zejména kvlli potizim pri detekci Zlucovych kyselin po separaci [76, 77]. Své misto v separaci
Zlu€ovych kyselin si nasla i plynova chromatografie (GC). Prvni zminky o jejim vyuziti v analyze
ZluCovych kyselin Ize dohledat v pracich z 60. a 70. let 20. stoleti. [78-80]. V 70. a 80. letech 20.
stoleti se zacina uplatfiovat pfi stanoveni Zlu¢ovych kyselin metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) [81-83]. V dnesni dobé se k jejich separaci s vyvhodou vyuZiva Siroké
dostupnosti kolon s reverzni fazi, pficemz pti separaci Zluéovych kyselin se prakticky vyhradné

vyuziva kolon s oktadecylovou stacionarni fazi [30, 32, 60, 64, 65, 84, 85].
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Zde je tfeba zminit, Ze pfes vsechny pokroky v instrumentalnich metodach a zejména
v oblasti hmotnostni spektrometrie, patfi samotné separacni techniky v analyze Zlu¢ovych
kyselin ke zcela nepostradatelnym. Tento problém souvisi s mnozstvim polohovych
a o/B izomerd, které maji stejny molekulovy vzorec, a tedy i identickou monoizotopickou
hmotu. Vtomto pfipadé jejich spolehliva kvantifikace zavisi Cisté na dostatecném
chromatografickém rozdéleni, protoZe je nelze rozlisit pouze na zdkladé hmotnostnich
spekter. V ptfipadé bézinych lidskych Zlucovych kyselin se jednd zejména o triplety kyselin
ursodeoxycholové (UDCA) - chenodeoxycholové (CDCA) - deoxycholové (DCA),
glykoursodeoxycholové (GUDCA) — glykochenodeoxycholové (GCDCA) — glykodeoxycholové
(GDCA) a tauroursodeoxycholové (TUDCA) - taurochenodeoxycholové (TCDCA) -
taurodeoxycholové (TDCA). Dalsi problém souvisejici s pfedchozim bodem souvisi s tim,
Ze nékteré z uvedenych izomerl maji tendenci tvofit pfi separaci kritické pary, narocné

na separaci. To se tyka predevsim pari CDCA — DCA, GCDCA — GDCA a TCDCA — TDCA.

VysSe uvedené problémy jsou dany rozmanitosti Zlu¢ovych kyselin a s tim souvisejici
Sirokou Skalou nékterych fyzikalné-chemickych vlastnosti, kde z hlediska separace jsou asi
nejdulezitéjsi rozdily v polarité dosahujici mnoha radd. Hodnoty logP se mohou pohybovat
od 0,13 pro kyselinu taurocholovou az po 4,7 pro kyselinu litocholovou. Rozdélovaci koeficient

oktanol-voda tedy pokryva rozsah péti rada.

1.4.2. Detekéni koncovky v analyze zlu€ovych kyselin

Pokud jde o detekci ZluCovych kyselin pfi vyuziti kapalinové chromatografie jako
separacni metody, pak v pocatcich zajmu o tuto skupinu latek se nej¢astéji vyuzivalo UV/VIS
detekce [86, 87]. Tato metoda vSak nebyla pfilis citliva a problematicka byla i jeji selektivita.
Z hlediska citlivosti ani selektivity nebyla tedy pfiliS vhodnd pro analyzu sérovych hladin
Zlu¢ovych kyselin [73, 88, 89]. Nekonjugované Zlucové kyseliny vSak nebylo moziné touto
metodou efektivné detekovat vzhledem k absenci amidové vazby. Jako vhodna alternativa
se nabizela detekce pomoci rozptylu svétla [90] nebo UV/VIS detekce po derivatizaci Zlucovych
kyselin fenylacylovou skupinou, ktera slouzila jako chromofor [90, 91]. Nicméné pfi pouziti
vySe uvedenych postupll jsme pomérné limitovani selektivitou metod. V dnes$ni dobé vsak
feSeni problému se Spatnou selektivitou uvedenych detekénich technik pfinasi hmotnostni

spektrometrie.
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V soucasné dobé je nejcastéjsi detekéni koncovkou pfi stanoveni ZluCovych kyselin
hmotnostni spektrometrie (MS) s vyuzZitim negativni ionizace v elektrospreji pfi pouZiti
detektoru typu trojity kvadrupdl, nebo spektrometru s vysokym rozlisenim [30, 32, 72, 85].
PFi vyuZiti trojitého kvadrupdlu jsou pak analyty sledovany s vyuZitim MRM (multiple reaction

monitoring) moédu [61, 92].

Vybér dcefinych iontl v pfipadé pouziti MRM se odviji od ttidy sledovanych zlu¢ovych
kyselin (nekonjugované, glycin-konjugované, taurin-konjugované). Zlucové kyseliny
konjugované s glycinem poskytuji pouze jeden specificky a dostatecné intenzivni dcefiny ion
na hmoté m/z 74 [32, 64]. Taurin-konjugované ZluCové kyseliny poskytuji tfi specifické
a dostatec¢né intenzivni ionty na m/z 80, 107 a 124 [32, 64]. U nekonjugovanych Zlu¢ovych
kyselin dochdzi v pfipadé pokusu o fragmentaci molekuly k tvorbé velkého mnozstvi malo
intenzivnich a vétSinou nespecifickych fragment(, které nelze poufZit k citlivé a spolehlivé
kvantifikaci [93]. Z tohoto dlvodu se pfistupuje k vyuziti tzv. pseudo-MRM maddu, o kterém je

detailnéji pojednano v kapitole 3.3.2.

1.4.3. Enzymatické metody v analyze zlu€ovych kyselin

Pro Uplnost je tfeba zminit jesté specifickou kategorii metod pro stanoveni Zlu¢ovych
kyselin, kterymi jsou enzymatické testy a techniky na principu vazebné kompetice. Hlavnim
pokrokem vtomto odvétvi byl vyvoj metody pro stanoveni 3a-hydroxyZluovych kyselin
vyuzivajici oxidace hydroxylové skupiny v poloze 3 pomoci 3a-hydroxysteroiddehydrogendazy
sprazenou s NAD-oxidoreduktazovou reakci [94]. Metoda je vhodna zejména pro sledovani
celkovych koncentraci Zlu€ovych kyselin. Pravdépodobné nejvétSim limitem vyuZiti téchto
metod je spojeno hlavné s jejich nizkou specifitou, kde o této problematice pojednava

naptiklad prace Griffithse a Sjévalla [73].
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2. Cile prace

Tato préce si klade za cil demonstrovat inovativni pfistup k validaci LC-MS metod
uréenych k analyze endogennich sloucenin, ktery kombinuje pouZiti nahradni a autentické
matrice pro pfipravu referencénich vzork( spolecné s pouZzitim autentického analytu. StéZzejni
pfinos tohoto pfistupu je pouziti nepozménéné autentické biologické matrice pro pfipravu
QC vzorkd béhem validacéni studie. Predkladany postup se pokousi fesit inherentni vyskyt
stanovovaného analytu v biologické matrici, ktery byva zpravidla hlavni komplikaci pfi analyze
endogennich [atek. Vzhledem k tomu, Ze velka ¢ast vyzkumu pracovni skupiny, jejimZ jsem
¢lenem, se zaobird jaternimi onemocnénimi a metabolomikou Zluc¢ovych kyselin, byly tyto

latky logicky vyuzity jako modelové slouceniny pro demonstraci popsaného pfistupu k validaci.

Vzhledem k tomu, Ze Zlucové kyseliny jsou dulezitymi markery nékterych jaternich
onemocnéni, bylo jednim z dalSich cil aplikovat validovanou metodu v metabolomické studii
zamérené na intrahepatalni cholestazu téhotnych (ICP). Poslednim cilem byla aplikace metody
pfi vyzkumu zastoupeni a koncentrace Zlu¢ovych kyselin u in vivo modell s indukovanou
cholestdzou s cilem poskytnout data, kterd spolec¢né s vystupy z molekuldrné-biologickych

metod mohou pomoci objasnit mechanismus dané patologie.
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3. Metodicka ¢ast

3.1. Uvod

V metodické ¢asti bude vysvétlen princip nové vyvinutého postupu pro validaci pfi
stanoveni endogennich latek na pfikladu Zlu¢ovych kyselin a metoda bude srovnana s dalSimi

postupy, které se v dané oblasti vyuzivaji. Predkladany postup zahrnuje tfi zdkladni body.

V prvni fazi se ovéruje paralelita kalibraci pfipravenych v autentické nemodifikované
matrici a vybranych zdstupnych matricich vhodnych pro ptipravu referenénich vzorkd. Pokud
smérnice kalibrace pro testovanou nahradni matrici spadd do predem stanoveného rozsahu,
odvozeného od smérnice kalibrace v autentické matrici, pak se tato ndhradni matrice bere
jako vhodna pro pfipravu kalibracnich vzork( béhem validac¢ni studie. V ptipadé popisovaného
valida¢niho protokolu je jako limit odchylky smérnice zvolena hodnota +15 %. PFi vybéru z vice
vhodnych zdstupnych matric je dliraz kladen na volbu zastupné matrice s co nejjednodussi

pripravou a dlouhodobou reprodukovatelnosti pripravy.

Po tomto kroku ndsleduje analyza bazalnich koncentraci analytu ve smésné autentické
matrici uréené pro pripravu QC vzork(, ktera se provadi proti kalibraci pfipravené ve zvolené
nahradni matrici. Na zakladé zjisténych bazalnich koncentraci se ke smésné autentické matrici
pridava vypoctené mnoistvi zasobniho roztoku analytu v takovém objemu, aby bylo docileno
jeho predem definované koncentrace. Vysledna koncentrace je tedy dana prispévkem bazalni
koncentrace analytu v autentické matrici a koncentrace v pfidavaném zasobnim roztoku.
Timto zplsobem je moziné pfipravit ¢ast validaénich QC vzorkd v nativnim, nijak
nemodifikovaném biologickém materidlu a pfriblizit se tak pozadavkiim obecné uznavanych

validaénich smérnic.

Podobné jako u jinych metod uréenych pro analyzu endogennich latek ma i tento
postup své limity. To plati zejména v pripadé, kdy je bazalni koncentrace v autentické matrici
V tomto pripadé se voli kompromisni koncentrace, kterd je vyssi nez doporucend hodnota.
Stejny problém je tfeba resit i v pfipadé stanoveni spodniho limitu kvantifikace (LLOQ).
Aby bylo mozné pokryt i tyto nizké koncentracni hladiny, pripravuje se druha sada QC vzorkd,

tentokrat vSak v zastupné matrici, ktera byla pouZzita pro pfipravu kalibratora.
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Validace se tedy provadi se dvéma nezavislymi sadami QC vzorku, jednou pfipravenou
v autentické nemodifikované matrici a druhou v zdstupné matrici. Tento postup vSak ma dvé
prerekvizity, musi byt dosazeno paralelity smérnic kalibraénich zavislosti v autentické
a zastupné matrici a vyvinutd LC-MS metoda musi byt prosta matri¢nich efektd, které

by ovlivnily odezvu analytd.

3.2. Materidal a reagencie

Methanol, acetonitril a kyselina mravenci (Cistota pro LC-MS) byly zakoupeny
od AvantorScience (Praha, Ceska republika). Kyselina octovd a octan amonny (istota pro
LC-MS) byly zakoupeny od spole¢nosti Merck (Praha, Ceska republika). Aktivni uhli bylo
zakoupeno od Lach-ner (Neratovice, Ceskd republika). Kyselina cholova (CA), kyselina
ursodeoxycholova (UDCA), kyselina litocholova (LCA), kyselina chenodeoxycholovad (CDCA),
kyselina deoxycholovd (DCA), glykochenodeoxycholdt sodny (GCDCA), glykodeoxycholat
sodny (GDCA), glykocholdt sodny (GCA), tauroursodeoxycholdt sodny (TUDCA),
taurodeoxycholat sodny (TDCA) a hydrat taurocholatu sodného (TCA) byly zakoupeny od
Sigma-Aldrich  (Praha, Ceskd republika). Glykoursodeoxycholdt sodny (GUDCA)
a taurochenodeoxycholdt sodny (TCDCA) byly zakoupeny od Steraloids (Newport, R.l.,, USA).
Glykolitocholdt sodny (GLCA) a taurolitocholat sodny (TLCA) byly ziskany od TRC Canada
(Toronto, ON, Kanada). Kyselina cholova-D5 (CA-D5), kyselina ursodeoxycholova-D5 (UDCA-
D4), kyselina chenodeoxycholovd-D4 (CDCA-D4), kyselina deoxycholova-D4 (DCA-D4), kyselina
glykocholova-D4 (GCA-D4), kyselina glykochenodeoxycholova-D4 (GCDCA-D4), kyselina
glykodeoxycholova-D4 (GDCA-D4), kyselina tauroursodeoxycholova-D4 (TUDCA-DA4), kyselina
glykoursodeoxycholova-D4 (GUDCA-D4), kyselina glykolitocholova-D4 (GLCA-D4), kyselina
taurocholova-D4 (TCA-D4), kyselina taurochenodeoxycholova-D4 (TCDCA-D4), kyselina
taurodeoxycholova-D4 (TDCA-D4) a kyselina taurolitocholova-D4 (TLCA-D4) byly zakoupeny
od IsoScience (Ambler, PA, USA). Vzorky hovéziho sérového albuminu byly zakoupeny od PAA
(kat. €.: K21-02, SarZe: G16113-155), Sevac (lot.: 103260988), Sigma-Aldrich (kat. ¢islo: A9418-
10G, Sarze: 057K1201), Sigma-Aldrich (kat. ¢.: A3912-100G, Sarze: 31K1264) a Sigma-Aldrich
(kat. Cislo: A3912-100G, Sarze: SLCJ1981). Lidskou plazmu pouzitou k vyvoji a validaci metody
laskavé vénovalo Transfuzni centrum Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Béhem celé studie

byla pouzita Milli-Q voda.
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3.3. Instrumentace
3.3.1. Chromatografie

Separace byla provedena na chromatografu ACQUITY UPLC I-Class System (Waters,
Milford, MA, USA) s pouzitim kolony Triart C18 (50 mm x 2,1 mm, 1,9 um) (YMC, Japonsko)
s predfazenym in-line filtrem CrudCatcher (Phenomenex, Torrance, CA, USA) a probihala pfi
teploté 45 °C. Rychlost pritoku mobilni faze byla 0,35 ml/min. Mobilni faze se skladala
z Rozpoustédla A (0,5 mM octanu amonného, 0,001% (v/v) kyseliny octové ve vodé)
a Rozpoustédla B (0,5 mM octanu amonného, 0,001% (v/v) kyseliny octové v 3:1 (v/v)
methanol:acetonitril). Pro separaci byl vyuzit nasledujici gradientovy program: Pocatecni
sloZzeni 40 % Rozpoustédla B bylo udrzovdno po dobu 0,2 minuty, nasledované linedrnim
zvysenim na 79 % (0,2 - 9,0 minut). Po tomto kroku nasledovalo izokratické promyti 95%

Rozpoustédlem B (9,0 - 10,5 min) a ekvilibrace 40 % Rozpoustédlem B (10,5 - 12 min).

Chromatografickd metoda pro kvalitativni vyhodnoceni ptritomnosti fosfatidylcholin(
a sfingomyelin(l v autentické a stripované plazmé vyuzivala identickou kolonu, stejny pratok
mobilni faze a teplotu kolonového termostatu jako pfi separaci Zlu¢ovych kyselin. Mobilni faze
byla sloZzena z Rozpoustédla C (voda) a Rozpoustédla D (acetonitril). Gradientovy program byl
nasledujici: v ¢ase 0—-15 min byl linearni nardst z 50 do 100 % Rozpoustédla D, nasledovany

re-ekvilibraci 50% Rozpoustédlem D po dobu 2 min.

3.3.2. Hmotnostni spektrometrie

Jako detekéni koncovka pro separaéni metodu byl vyuzit hmotnostni spektrometr Xevo
TQ-XS (Waters, Milford, MA, USA). Kionizaci analytl byl vyuZit elektrosprej provozovany
v negativnim maédu. Nastaveni spektrometru bylo ndsledujici: napéti na kapilare (capillary
voltage) 2,5 kV, napéti na kénu (cone voltage) 50 V, desolvata¢ni teplota (desolvation
temperature) 600 °C, prutok desolvatacniho plynu (desolvation gas flow) 1000 L/h a pratok
plynu kénem (cone gas flow) 150 L/h. Pro monitoring konjugovanych Zlucovych kyselin bylo
vyuzito méreni specifickych MRM prechodd po fragmentaci molekuly, pficemz pro
nekonjugované Zlu¢ové kyseliny bylo nutné vyuzit tzv. pseudo-MRM. V tomto mddu byl prvni
a treti kvadrupdél hmotnostniho spektrometru nastaven na stejnou hmotu odpovidajici

rodicovskému iontu a druhy kvadrupdl tak, aby rodicovsky ion prosel bez fragmentace.
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Vychazi se ze skutecnosti, Ze u nekonjugovanych Zlucovych kyselin dochazi k extenzivni
fragmentaci stabilniho steranového skeletu na mnoho malo intenzivnich a vétsSinou
nespecifickych fragment(i nevhodnych ke kvantifikaci [95]. Pouzité MRM prechody spole¢né

s koliznimi energiemi jsou uvedeny v Tabulce 1.

Skupinové specifickd detekce fosfatidylcholini a sfingomyelind v autentické
a stripované lidské plazmé byla provedena pfi nasledujicim nastaveni hmotnostniho
spektrometru: napéti na kapilare (capillary voltage) 3,0 kV, napéti na kénu (cone voltage)
50 V, desolvacni teplota (desolvation temperature) 450 °C, prltok desolvacniho plynu
(desolvation gas flow) 1000 L/h a pritok plynu kénem (cone gas flow) 150 L/h. K detekci
fosfatidylcholinli a sfingomyelini bylo vyuZito skenovani prekurzorovych iontll na m/z 184
v pozitivnim mddu za pouZiti elektrosprejové ionizace.

Tabulka 1. Retencni ¢asy (RT), pfrechody (MRM), kolizni energie (CE), vnitfni standardy (IS) pro
15 Zlu€ovych kyselin zahrnutych v kvantifikaéni metodé.

Zluéova kyselina Zkratka RT MRM CE IS MRM CE

min eV eV
Ursodeoxycholova kyselina UDCA 5.78 391391 10 UDCA-D4 391 - 391 10
Cholova kyselina CA 6.30 407 - 407 10 CA-D5 407 - 407 10
Chenodeoxycholova kyselina CDCA 7.76 391->391 10 CDCA-D4 391->391 10
Deoxycholova kyselina DCA 7.93 391391 10 DCA-D4 391 - 391 10
Litocholova kyselina LCA 9.26 375->375 10 DCA-D4 391->391 10

Glykoursodeoxycholova kys. GUDCA  3.62 448-74 30 GUDCA-D4 448> 74 30
Glykocholova kyselina GCA 436 464->74 30 GCA-D4 464 > 74 30
Glykochenodeoxycholova kys. GCDCA 5.66 448 - 74 30 GCDCA-D4 448->74 30
Glykodeoxycholova kyselina GDCA 5.95 44874 30 GDCA-D4 448574 30
Glykolitocholové kyselina GLCA 7.12 432574 30 GLCA-D4 432 > 74 30

Tauroursodeoxycholova kys. TUDCA 3.58 498 - 80 60 TUDCA-D4 498 - 80 60

Taurocholova kyselina TCA 430 514-80 60 TCA-D4 514 - 80 60
Taurochenodeoxycholova kys. TCDCA 5.57 498 - 80 60 TCDCA-D4 498 - 80 60
Taurodeoxycholova kyselina TDCA 5.58 498 - 80 60 TDCA-D4 498 - 80 60
Taurolitocholova kyselina TLCA 7.00 482 - 80 60 TLCA-D4 482 - 80 60
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3.4. Standardy a roztoky

Zasobni roztoky 15 Zlu¢ovych kyselin, kazdy o koncentraci 10 mM, byly jednotlivé
pfipraveny rozpusténim autentickych standardl v methanolu. Pomocny roztok obsahujici
vsechny Zlucové kyseliny o koncentraci 200 uM byl pfipraven ze zasobnich roztokd zfedénim
v Cistém methanolu (100 %, v/v). Zasobni roztoky 14 deuterovanych vnitfnich standardu (IS)
o koncentraci 5 mM byly pfipraveny rozpusténim jednotlivych autentickych standard(
v Cistém methanolu. Z téchto zasobnich roztok( IS byly pfipraveny dva pomocné roztoky,
roztok A o koncentraci 50 uM (UDCA-D4, CA-D5, GLCA-D4, GUDCA-D4, TUDCA-D4, TLCA-D4
a CDCA-D4) a roztok B o koncentraci 200 uM (DCA-D4, GCA-D4, GCDCA-D4, GDCA-D4,
TCA-D4, TCDCA-D4 a TDCA-D4). Oba pomocné roztoky byly pfipraveny v Cistém methanolu.
Roztoky A a B byly ddle pouzity pro pfipravu deproteinacniho cinidla dle nasledujiciho
postupu: K 95 mL acetonitrilu bylo pfidano 1 mL kyseliny mravenci a nasledné 33,4 uL roztoku
A a 33,3 pl roztoku B. Objem byl poté doplnén do 100 mL roztokem acetonitrilu s obsahem

1 % (v/v) kyseliny mravendi.

Kalibratory byly pfipraveny pfiddnim pomocného roztoku Zlu¢ovych kyselin
do testovanych matric tak, abychom ziskali sedm kalibrac¢nich bod( -5, 10, 50, 100, 500, 1000
a 2000 nM. Matrice zahrnovaly autentickou plazmu, stripovanou plazmu, umélou plazmu

a 50% (v/v) methanol.

Vzorky kontroly kvality byly pfipraveny ndsledovné: QC-Set-A zahrnoval vzorky
o koncentracich 5 nM (LLOQ), 15 nM (QCA1), 500 nM (QCA2) a 1500 nM (QCA3) pfipravené
v 50 % (v/v) methanolu, ktery slouZil jako zastupna matrice. Paralelné byl pfipraven QC-Set-B
v nemodifikované autentické matrici (smésné lidské plazmé) o koncentracich 50 nM (QCB1),
500 nM (QCB2) a 1500 nM (QCB3). Pripravé vzorkd z QC-Set-B predchazelo stanoveni
koncentraci Zlucovych kyselin ve smésné autentické plazmé, nasledované vypocétem
potfebného objemu pomocného roztoku Zlucovych kyselin, ktery byl potieba pro ziskani
presné koncentrace individudlnich Zlucovych kyselin v autentické plazmé. Vypocet byl

proveden dle nasledujici rovnice:
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(cpLz — Crin) X Vprz ]
Vaux = Rovnice 1

CrIN — Caux

kde cpis je koncentrace konkrétni Zlucové kyseliny v autentické plazmé, Veiz je objem
autentické plazmy, caux je koncentrace konkrétni Zzlu¢ové kyseliny v.pomocném zasobnim
roztoku, Vaux je objem pomocného zdsobniho roztoku, ktery musi byt pfidan do autentické
plazmy, abychom ziskali koncentraci crin konkrétni zlucové kyseliny v QC vzorku (50, 500 nebo

1500 nM).

3.5. Zastupné matrice

Pti vybéru vhodné zastupné matrice pro pfipravu kalibratord bylo potfeba dodrzet dvé
zakladni podminky. Prvni podminkou byla nepfitomnost interferenci v retencnich ¢asech
sledovanych Zlu¢ovych kyselin, druhou podminkou byla smérnice kalibra¢ni kfivky pfipravené
v zastupné matrici v rozmezi £ 15 % pfi srovnani s kalibracni kfivkou pfipravenou v autentické,

nemodifikované biologické matrici.

3.5.1. Pfiprava stripované plazmy

Stripovana plazma byla pfipravena nasledovné: 15 mL smésné lidské plazmy bylo
smichano s 1,5 g aktivniho uhli v50 mL polypropylenové zkumavce (Fisher Scientific,
Pardubice, Ceska republika) a tfepano po dobu 24 hodin (Heidolph Reax 2, Speed 3). Aktivni
uhli bylo z plazmy odstranéno pomoci trikrokové centrifugace. Prvni krok zahrnoval
predcentrifugaci provadénou pfi 5400 x g a 20 °C po dobu 10 minut (Hettich, Rotina 420R)
v plivodni zkumavce se vzorkem. Ve druhém kroku byla odstfedéna plazma z predchoziho
kroku rozdélena do 1,5 mL polypropylenovych zkumavek a nasledné centrifugovana pfi 13 000
X g (10 min, 20 °C, Eppendorf 5424R). Posledni krok zahrnoval centrifugaci pfi 39 000 x g
v ultracentrifuze (20 min, 20 °C, Hermle Z36HK,). Vysledny objem ziskané plazmy byl 9 mL, coz

odpovida vytéznosti procesu 60 %.
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3.5.2. Pfiprava umélé plazmy

Umélad plazma byla pfipravena podle upraveného protokolu Oyane et al. [96].
Ve sklenéné kadince bylo zahfato 600 mL vody Milli-Q na 37 °C. Jednotlivé slozky umélé
plazmy byly nejprve separdtné rozpustény v malém mnozstvi vody a nasledné nality
do kadinky v poradi dle Tabulky 2. Nakonec bylo pH roztoku upraveno na hodnotu 7,32
(pfi 36,5 °C) hydroxidem sodnym (c = 1,0 mol/l) a celkovy objem doplnén vodou Milli-Q
na 1000 mL.

Tabulka 2. Slozky umélé plazmy. Hmotnosti jsou uvedeny na 1 L roztoku.

Anorganické slozky Hmotnost  Cistota Dodavatel

Nacl 5.403 g Analyticka gistota PENTA (Chrudim, CR)
NaHCO3 0.740¢g Analyticka &istota  Lach-Ner (Neratovice, CR)
Na.COs 2.046¢g Analytickd ¢istota Lach-Ner (Neratovice, CR)
KCl 0.225¢g Analytickd ¢istota PENTA (Chrudim, CR)
K2HPO4 . 3H20 0.230g Analytickd ¢istota Merck (Praha, CR)

MgClz . 6H20 0311g Analytickd ¢istota Lach-Ner (Neratovice, CR)
HEPES 1193 g Analytickd ¢istota  Signa-Aldrich (Praha, CR)
CaCl2 0.293 g Analytickd ¢istota Lach-Ner (Neratovice, CR)
Na2S04 0.072¢g Analytickd ¢istota Lach-Ner (Neratovice, CR)
1M NaOH 0.80 mL Analytickd ¢istota Merck (Praha, CR)
Organické slozky Hmotnost  Cistota Dodavatel

Bovinni sérovy albumin 40.0g Analytickd Cistota Viz sekce 2.1

Glukoza 10g Analyticka Cistota Lach-Ner (Neratovice, CR)
Mocovina 0.366 g Analyticka &istota PENTA (Chrudim, CR)
Kyselina mlécna 0.085¢g Analyticka Cistota  Signa-Aldrich (Praha, CR)
Glycerol 0.0111g Analyticka &istota  Fluka (Praha, CR)

Biochemicka stanoveni

Ve smésné autentické plazmé a stripované plazmé byl stanoven zdakladni panel
biochemickych parametrl pomoci analyzatoru COBAS 8000 (ROCHE, Svycarsko, Basilej)

na Ustavu klinické biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice Hradec Kralové.

Kvalitativni hodnoceni pfitomnosti fosfolipidt

Autentickd plazma a stripovana plazma byla také kvalitativné hodnocena pomoci
LC-MS na pritomnost fosfolipida z tfidy fosfatidylcholinG a sfingomyelinG prostfednictvim
skupinové specifického prekurzorového iontu (m/z 184), ktery byl pozorovan v pozitivhim
modu ionizace. Jak biochemicka stanoveni, tak hodnoceni pritomnosti fosfolipidl bylo

provadéno z divodu ovéreni vlivu stripovani plazmy na jeji kvalitativni a kvantitativni sloZeni.
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3.6. Priprava vzork(

Prvnim krokem pfipravy vzorku byla precipitace proteind spolecné s pfidanim
izotopicky znaéenych vnitinich standard(. Ke 100 pL plazmy v Eppendorf zkumavce bylo
pridano 300 pL deproteinacniho cinidla pfipraveného z acetonitrilu, obsahujiciho 0,1 % (v/v)
kyseliny mravenci a 14 deuterovanych Zlucovych kyselin pouZitych jako vnitini standardy.
Vyslednd koncentrace vnitinich standard( po pfidani ke vzork(im byla 16,7 nM (UDCA-D4,
CA-D5, GLCA-D4, GUDCA-D4, TUDCA-D4, TLCA-D4, CDCA-D4) a 66,7 nM (DCA-D4, GCA-D4,
GCDCA-D4, GDCA-D4, TCA-D4, TCDCA-D4, TDCA-D4). Nasledné byly vzorky vortexovany
po dobu 60 sekund pfi 1500 RPM (IKA Vibrax) a ponechdny po dobu 10 minut pfi -20 °C.
Vysrazené proteiny byly odstranény centrifugaci (13000 x g, 5 min, 20 °C; Eppendorf 5424R).
Ziskany supernatant o objemu 350 pL byl prenesen do Cisté Eppendorf zkumavky a odparen
do sucha za sniZzeného tlaku pfti teploté 60 °C (Eppendorf Concentrator 5301). Po odpareni byly
vzorky rekonstituovany ve 100 pyL 50 % acetonitrilu, vortexovany, odstfedény (13 000 x g,
1 min, 20 °C) a poté preneseny na 96-jamkovou filtra¢ni desticku (AcroPrep™ Advance,
wWwPTFE) a prefiltrovany do polypropylenové 96-jamkové desticky (Waters, Milford, MA,
USA). Takto ptipravené vzorky byly vloZzeny do autosampleru. Na kolonu bylo nastfiknuto 2 pL

vzorku.

3.7. Validace metody

V ramci validace metody byly hodnoceny nasledujici parametry: selektivita, matriéni
efekty, vytéZnost, linearita, spodni mez kvantifikace, presnost, spravnost, integrita redéni
a stabilita vzorku. Validaéni studie se ftidila pokyny pro validaci bioanalytickych metod
vydanymi Evropskou lékovou agenturou (EMA) [1]. Vzhledem k pfirozené pritomnosti
analyzovanych Zluéovych kyselin v autentické plazmé se vSak nebylo v nékterych pfipadech
urovnich (QC-Set-B). Z toho divodu byl mimo QC-Set-B pouzit také druhy set vzork(
(QC-Set-A), pripravenych v zastupné matrici (50 % v/v methanol). V tomto pfipadé byly
disledné pokryty vsechny koncentracni urovné doporucené validaénim predpisem
(viz. kapitola 3.1.3). Pokud nebude dale uvedeno jinak, kalibratory byly pfipravovany v 50 %

(v/v) methanolu jako zastupné matrici.
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3.7.1. Selektivita

Selektivita byla hodnocena pouze u zastupnych matric z diivodu pfitomnosti Zlucovych
kyselin ve vzorcich neupravené plazmy a nemoZnosti ziskat autentickou plazmu bez
pritomnosti analytu. V autentickych vzorcich plazmy tak byla selektivita ovéfovana pouze pro
deuterované vnitfni standardy. Testovdni bylo provedeno porovnanim chromatogrami
promérovanych matric s chromatogramy dCistych roztokd Zlucovych kyselin nebo jejich

deuterovanych analogu.

3.7.2. Matri¢ni efekty

Kvalitativni ovéreni pfitomnosti matri¢nich efektli bylo provedeno na 18 autentickych
vzorcich lidské plazmy, ziskanych z kohorty téhotnych Zen zahrnutych do studie. Hodnoceni
bylo provedeno metodou post-kolonové infuze [97], se zahrnutim 14 dostupnych standardi
deuterovanych Zlucovych kyselin (CA-D5, UDCA-D4, CDCA-D4, DCA-D4, GCA-D4, GCDCA-D4,
GDCA-D4, TUDCA-D4, GUDCA-D4 GLCA-D4, TCA-D4, TCDCA-D4, TDCA-D4 a TLCA-D4). Vzorky
plazmy téhotnych Zen byly zpracovdny metodou popsanou v ¢asti 3.6., stim rozdilem,
ze pridavané deproteinacni Cinidlo bylo bez obsahu deuterovanych standardd. Takto
pfipravené vzorky byly nastfiknuty do LC-MS systému pfi soucasné post-kolonové infuzi
(5 pL/min) Ccistého roztoku deuterovanych analogd s koncentraci 50 nM v 50% (v/v)
methanolu. BEhem experimentu byly sledovany MRM prechody jednotlivych deuterovanych
Zluéovych kyselin a hodnocena pritomnost matricnich efektl. V pripadé LCA, kde nebyl

dostupny analog znaéeny deuteriem, byla jako nahrada pouzita DCA-DA4.

Kvantitativni hodnoceni matri¢nich efekti bylo provedeno podle validaéni smérnice
EMA s vyuzitim stejnych deuterovanych analogl jako u kvalitativniho hodnoceni. Ty byly
pfipraveny v lidské plazmé s koncentraci 15 nM (n = 10) a 1500 nM (n = 10). Matri¢ni efekty

byly vypocteny nasledovné:

A
Post 4 100 Rovnice 2

ME (%) =

clean

Apost je plocha piku znacenych standardd pfidanych do plazmy po extrakci a Aciean

je plocha piku znacenych standardd v ¢istém roztoku.
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3.7.3. VytéZnost metody

Vytéznost pfi pripravé vzorkd byla hodnocena se stejnymi deuterovanymi standardy,
jaké byly pouzity pfi stanoveni matricnich efekt(. Stanoveni bylo provedeno u koncentraci 15,
500 a 1500 nM pfi péti opakovanich na kazdé koncentracni urovni. Vytézek byl vypocten podle

rovnice 3:

pre

R(%) = * 100 Rovnice 3

post
Apre je plocha piku znacenych standard( pfidanych do plazmy pred extrakci a Apost

je plocha piku znacenych standardu v ¢istém roztoku pridanych do plazmy po extrakci.

3.7.4. Kalibra¢ni model

Sedmibodova kalibracni kfivka byla sestrojena s vyuzitim regresni metody nejmensich
Ctvercd aplikované na pomér ploch piku analytd k vnitinim standardim vynesenym proti
koncentracim v rozmezi 5-2000 nM. V ramci testovani vhodného modelu byly ovérovany
kalibra¢ni kFivky s linedrnim a kvadratickym proloZenim a s vazenim 1/x nebo 1/x. Volba
vysledného modelu byla provedena na zakladé metodiky popsané v praci Singtoroj et al. [98].
K vyhodnoceni vhodnosti kalibraéniho modelu, vahy ani linearity nebylo pouzito samotného
koeficientu determinace (R?), protoZe tento parametr neposkytuje spolehlivou informaci
o vhodnosti zvolenych parametrl [98]. Ve vysSe uvedené metodé se provadéji dva zakladni
testy. Test ProloZeni kalibraéni krivky (Calibration curve fit — CCF) a test Predvidatelnost

kalibracni krivky (Calibration curve predictability — CCP).

Pfi hodnoceni CCF jsou z kalibracnich dat ziskany hodnoty relativnich rezidualnich
odchylek, prostrfednictvim nichz se hodnoti vhodnost zvoleného kalibra¢niho modelu.
Absolutni hodnota relativnich rezidualnich odchylek (RR %) pro konkrétni kalibracni Uroven

se pocitd jako:

cp, — C
%) * 100| Rovnice 4

n

RR(%) = |(

kde cn je jmenovitd koncentrace a cp je koncentrace zpétné vypoctena z kalibracni

kfivky na dané kalibra¢ni Urovni.
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Na zakladé hodnoty RR % je poté pro danou koncentraéni droven pfifazen koeficient
(rank) vrozsahu 1 az 4 (maximalni rozsah koeficientl je dan poctem vsSech testovanych
kombinaci modell proloZeni a jejich vah). Koeficient byl pfifazen tak, Ze ¢im nizsi byla ziskana
hodnota RR % pro konkrétni kalibracni model, pouZitou vahu a koncentracni Uroven, tim nizsi
koeficient byl pfifazen. Vysledny koeficient (celkovy rank) pro dany kalibraéni model a danou
vahu byl ziskan jako soucet koeficientl pro jednotlivé koncentracni urovné daného modelu
a vahy. Podobné byla hodnocena CCP. V tomto ptipadé se koeficient pfifazoval dle hodnoty
relativni chyby (RE %) ziskané pro &tyfi nezavislé Grovné QC vzork(. Cim nizsi byla hodnota RE
%, tim nizsi byl pfirazen koeficient. Vysledny kalibra¢ni model jako kombinace regresni kfivky

a zvolené vahy byl zjistén na zakladé souctu koeficientl pro CCF a CCP.

Jako optimalni byla nakonec zvolena kombinace kalibracniho modelu a véhy

evvzs

Singtoroj et al. [98].

3.7.5. Dolni mez kvantifikace

Dolni mez kvantifikace (LLOQ) byla hodnocena v rdmci opakované analyzy QC vzork
(n=5) s vyuzitim QC-Set-A na koncentracni urovni 5 nM. Jako mez pfijatelnosti byl stanoven

variacni koeficient <20 % (presnost) a relativni chyba v rozsahu +20 % (spravnost).

3.7.6. Presnost a spravnost

Pfesnost a spravnost metody byla hodnocena pomoci vzorkd QC-Set-A
na koncentracnich hladinach 15 nM, 500 nM a 1500 nM a vzorkd QC-Set-B na koncentracnich
hladinach 50 nM, 500 nM a 1500 nM. QC vzorky byly opakované analyzovany ve tfech rlznych
dnech a kazda koncentracni hladina byla mérena v péti opakovanich. Spravnost byla vyjadrena
jako relativni chyba (RE %) analyzy v rdmci dne a mezi dny. Pfesnost v ramci jednoho dne
a mezi dny byla vyjadifena jako variacni koeficient (CV %) a byla vypocétena pomoci analyzy

rozptylu (ANOVA) takto:
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V rémci dne: CV(%) = —‘M;mi * 100 Rovnice 5

MSpq+MS\,q
CV (%) = +—— 100

Mezidenni: Rovnice 6

kde MSwd @ MSpq jsou rozptyly v ramci stanoveni v jednom dni a mezidenné, ziskané
z ANOVA pomoci softwaru GraphPad PRISM (verze 6.07), X je primér vSech koncentraci
namérenych na konkrétni Urovni a n predstavuje pocet replikovanych méreni (n=5) béhem
jednotlivych dn(. Kritéria byla povazovana za splnénd, pokud byl variacni koeficient <15 %

(pfesnost) a relativni chyba v rozsahu +15 % (spravnost).

3.7.7. Integrita redéni

Integrita fedéni byla testovana se sadou QC vzork( (n = 5) pfipravenych ve smésné
lidské plazmé na koncentracni hladiné 20 uM. Testované vzorky byly pfed analyzou fedény
40 x Milli-Q vodou. Validacni kritéria byla splnéna v ptipadé, kdy byl variacni koeficient <15 %

(pfesnost) a relativni chyba v rozsahu +15 % (spravnost).

3.7.8. Stabilita

Stabilita vzorku byla testovdna dle pokyni EMA pfi Ctyfech rdznych podminkach.
K testovani byly pouzity vzorky QC-Set-A o koncentracich 15 nM a 1500 nM a QC-Set-B
o koncentracich 50 nM, 500 nM a 1500 nM. Kazda z vySe uvedenych koncentraénich hladin
byla mérena v péti opakovanich. Kratkodoba stabilita byla testovana s QC vzorky ponechanymi
2 hodiny pfi 23 °C na laboratornim stole. Stabilita v autosampleru byla hodnocena pomoci
QCvzorkd ponechanych v autosampleru po dobu 12 hodin pfi 10 °C. Stabilita
zmrazovani/rozmrazovani byla testovana ve trech cyklech zmrazeni (-80 °C) a rozmrazeni
(23 °C) po dobu tfi po sobé nasledujicich dnech. Vysledky testovani stability byly povazovany
za prijatelné, pokud variacni koeficient namérenych koncentraci byl <15 % (presnost)

a relativni chyba byla v rozsahu £15 % (spravnost).
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Novy pristup k validaci LC-MS metod pro stanoveni endogennich
slou€enin — aplikace pfi stanoveni Zlu€ovych kyselin

Validace je nezbytnou soucasti vyvoje kazdé nové analytické metody. V oblasti
bioanalyzy se nejcastéji pouzivaji validacni kritéria vychazejici z doporuceni Evropské lékové
agentury (European medicines agency - EMA) [1], nebo amerického Ufadu pro kontrolu
potravin a |éCiv (Food and drug administration - FDA) [53]. Zatimco validace metod pro
stanoveni exogennich latek v biologickém materidlu patfi v soucasnosti mezi metodicky
zvladnuté ukony, v oblasti endogennich latek doposud neni k dispozici valida¢ni protokol,
ktery by byl ekvivalentni doporu¢enim EMA nebo FDA. Je to ddno zejména tim, Ze v pripadé
endogennich latek neni kdispozici tzv. blankova matrice, kterda se pouZiva k pfipravé
referencnich vzorkl nebo pro ovéreni selektivity metody. To €ini vyvoj a validaci metody
problematickou. V literature je popsano nékolik pristupq, jak k této problematice pristoupit,
nicméné vétsina z nich skyta jista uskali. Metodika popisovana v této disertacni praci nabizi
dalsi z moznosti, jak kvalidaci téchto latek pristoupit a pfiblizit se pozadavkim obecné
uzndvanych validacnich smérnic. Vyvinutd metodika byla testovana na panelu 15 lidskych

Zlu¢ovych kyselin stanovovanych pomoci LC-MS/MS.

Inovativnost postupu a jeho hlavni vyhoda spodivd v pouziti autentické biologické
matrice spolecné s autentickym analytem pfi pfipravé vzork( kontroly kvality. To umoziuje
provést vétsinu validac¢nich testl dle pokynU validacni smérnice EMA. V ramci studie jsme také
demonstrovali vyhody pouzZiti 50% (v/v) methanolu jako nahradni matrice pro pfipravu
kalibratord a na zdkladé objektivnich dat ukazali, Ze jeho pouziti je ekvivalentni pouziti
stripované plazmy, bézné vyuzivané pfi analyze Zluc¢ovych kyselin. Metodika také resi problém
nizké vytéznosti matrice pfi stripovani aktivnim uhlim (viz Oddil 1.3.). Diky tomu,
Ze prezentovanym postupem se lze stripovani vyhnout, je metoda potencidlné vhodnd i pro
validaéni studie, kde pracujeme s tézko dostupnymi matricemi. Je vSak tfeba poznamenat,
Ze i zde prezentovany pfistup ma dva zakladni predpoklady, které mohou limitovat jeho
vyuzitelnost. Prvnim je paralelnost smérnic kalibrac¢nich kfivek pro zdstupnou a autentickou
matrici, druhym pak absence matricnich efekt v autentickém biologickém materialu, které

by ovliviovaly odezvu analyt(.
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4.2. Porovnani zastupnych matric
4.2.1. Stripovana plazma

Pokud se podivdame do dostupné literatury, pak zjistime, Ze stripovand plazma
je jednou z nejpouZivanéjsich zastupnych matric pfi kvantifikaci Zlu¢ovych kyselin [30, 64, 65].
Zde je vSak nutné podotknout, Ze poufZiti stripované matrice nepatfi mezi zcela idedlni a jak
bude ukdzano dale na ptikladu nasich experimentl, tak nepfinasi benefity pfi srovnani
s pouzitim Ccisté zastupné matrice. Stripovani plazmy totiz ovliviiuje nejen koncentrace
Zluovych kyselin (Zadouci efekt), ale vyraznym zpusobem i dalsi slozky plazmy (nezadouci
efekt). Jak bylo prokdzano v nasem experimentu, tak po stripovani doslo k signifikantni zméné
koncentraci nejenom Zlu¢ovych kyselin, které bylo tfeba z matrice odstranit, ale i koncentraci
mnoha dalSich endogennich latek, jak ukdazala biochemicka analyza vybranych marker(
(Obrazek 2). Nékteré analyty byly odstranény zcela, napfiklad bilirubin a kyselina mocova.
Koncentrace T3, T4, HDL, LDL a liporoteinu-a klesly pod 50 % plvodni koncentrace
a koncentrace celkového cholesterolu, glukézy a TAG klesly na méné nez 70 % puvodni

hodnoty. Kompletni vysledky testu jsou uvedeny v Tabulce 3.

Skupinové specifickd LC-MS/MS analyza fosfolipid( dale odhalila vyznamné zmény
v zastoupeni fosfatidylcholinG a sfingomyelin( (Obrazek 3). Vzhledem k tomu, Ze jsou tyto
slozky ¢asto odpovédné za matricni efekty, jejich odstranéni mize vést k faleSné negativnim

vysledkiim béhem hodnoceni matri¢nich efektl v pripadé pouziti takto upravené matrice.

V ramci hodnoceni smérnice kalibracnich krivek, kalibratory ptipravené ve stripované
plazmé vykazovaly odchylky od -11,0 % (GLCA) do 1,99 % (GCDCA) ve srovnani s kalibratory
pfipravenymi v autentické plazmé (Tabulka 4). V chromatogramu nebyly pfitomny zadné
interference a pfi kalibraci nebyl pozorovan zadny vyznamny posun na ose Y, coZ poukazuje

na efektivni odstranéni viech testovanych Zlu¢ovych kyselin z plazmy.
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Obrazek 2. Koncentrace vybranych biochemickych marker( v autentické lidské plazmé pred
a po stripovani aktivnim uhlim. Stripovani bylo uskuteé¢néno se 100 mg aktivniho uhlina 1 mL

plazmy pti 22 °C po dobu 24 hodin.
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Obrazek 3. Kvalitativni

—— Autenticka plazma
—— Stripovana plazma

Retencni ¢as (min)
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chromatogramu fosfatidylcholinl a sfingomyelint

v autentické a stripované lidské plazmé. Chromatogramy byly vytvofeny pomoci skenovani
prekurzorovych iontl pfi m/z 184 v ESI (+).
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Tabulka 3. Koncentrace vybranych biochemickych marker( v autentické lidské plazmé pred
a po stripovani aktivnim uhlim.

Marker Autentickd Stripovana
Protein (g/L) 56.3 51.1
Albumin (g/L) 34.1 30.8
Glukéza (mM) 4.93 4.20
TAG (mM) 1.68 1.23
Cholesterol (mM) 4.03 2.84
Lipoprotein A (nM) 7.20 2.10
HDL (mM) 0.90 0.23
LDL (mM) 2.08 0.37
T3 celkovy (mM) 2.19 0.38
T4 celkovy (nM) 118 6.61
T3 (pM) 5.01 0.94
T4 (pM) 16.3 0.50
Bilirubin celkovy (LM) 2.30 0.00
Mocovina (mM) 3.10 2.60
Kyselina mocova (uM) 150 0.00

Zamérime-li se na samotnou pfipravu stripované plazmy, jednou z moznych nevyhod
je nutnost pouziti ultracentrifugace k odstranéni rezidui aktivniho uhli, protoZe ne kazda
analyticky zamérena laborator takovym vybavenim disponuje. Pokusy o prostou filtraci vzorki
pres 0,20 um filtry vedly k okamZzitému ucpani filtru, i kdyz filtraci predchazelo odstfed'ovani
béZnou centrifugou pfi 13 000 x g. DalsSim problémem pfti ptipravé stripované plazmy byla
relativné nizka vytéznost (60 %). Metoda tedy neni pfilis vhodnd pro Spatné dostupné matrice,
kde je k dispozici limitované mnoZstvi materialu a ocekava se vysoka vytéZnost pri Uprave.
Jak vyplyva z prezentovanych dat, tak stripovanou plazmu nelze z hlediska kvalitativniho ani
kvantitativniho sloZeni v Zadném pfipadé povaZzovat za vhodny ekvivalent autentické plazmy.
Znacné diskutabilni je tedy i tvrzeni, které se ¢asto opakuje v literature, Ze stripovana plazma
je lepsi nebo vhodnéjsi matrice nez jakakoli jina z testovanych nahradnich matric, protoze jeji

sloZeni je vyznamné ovlivnéno béhem jeji ptipravy.
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4.2.2. Uméla plazma

Uméle pripravend plazma je dalSi béziné pouZivanou zastupnou matrici v oblasti
analyzy endogennich sloucenin [5, 63]. V ramci hodnoceni selektivity metody pfi pouZiti této
matrice se vSak projevily znacné problémy s pfitomnosti pik(l interferujicich s mnoha
stanovovanymi Zlu¢ovymi kyselinami. Pfistoupilo se tedy k hledani plvodu interferenci. Zdroj
kontaminace byl vysledovan az k bovinnimu sérovému albuminu (BSA) pouZzitém v koncentraci
40 g/L jako aditivum v umélé plazmé, ktery byl kontaminovan vysokymi koncentracemi

CA, CDCA, DCA, LCA a jejich glyko- a taurokonjugaty.

Na zakladé tohoto pozorovani bylo dale otestovdano nékolik rlznych Sarzi BSA
od rliznych vyrobcl na pfitomnost Zlucovych kyselin. Vysledky ukazuji kontaminaci vétsSiny
Sarzi BSA (Obrdzek 4). V nejhorSim pfipadé (Obrdzek 4-E) dosahovala celkovd suma
koncentraci Zzlu¢ovych kyselin hodnoty 10013 nM. Z tohoto mnozstvi vétsSinu tvofila kyselina
cholovd s koncentraci 4789 nM, coZ odpovidd 239 % horni limitu kalibracni kfivky. Z péti
testovanych Sarzi BSA byla kontaminace na pfijatelné Urovni pouze v jednom pripadé

s celkovou koncentraci Zlu¢ovych kyselin pod 55 nM (Obrazek 4-C).

12000
10000 |
= =
o 8000 [ [ m UDCA
S mCA
= CDCA
Y 6000 t DCA
© | | mLCA
= GCA
8 4000 | GCDCA
S | | GDCA
N GLCA
2000 | mTCA
— B TCDCA
0 - TLCA
A B C D E

Bovinni sérovy albumin

Obrazek 4. Koncentrace Zlu¢ovych kyselin nalezenych v pfipravcich z hovéziho sérového
albuminu. Zdroj albuminu: A) PAA, Kat. ¢.: K21-02, Sarze: G16113-155, B) Sevac Sarze:
103260988, C) Sigma-Aldrich, kat.C. ¢.: A9418-10G, Lot.: 057K12011, D) Sigma-Aldrich,
Kat. ¢.: A3912-100G, SarZe: 31K1264 a E) Sarze: SLCJ1981.
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Ani tato metoda tedy nezarucuje bezproblémovou cestu k validaci a analyze. Vzhledem
k moznym velkym rozdiliim v bazalnich koncentracich Zlu¢ovych kyselin v riznych zdrojich BSA
je tfeba vzit vySe uvedenou komplikaci v Uvahu, pokud ma byt pro pfipravu referencnich
vzork( pouZzita uméla plazma obsahujici BSA. Obdobna situace muzZe nastat i v pfipadé vyuZziti
lidského sérového albuminu (HSA), nebot vazba Zlucovych kyselin na krevni albumin jako
transportni protein je bézny jev, ktery lze pfedpokladat i v pfipadé HSA. Vyhodnoceni smérnice
kalibraéni pfimky pro umélou plazmu ukdazalo odchylky od 14,7 % (CA) do 7,50 % (LCA)

kalibrace pfipravené v autentické plazmé (Tabulka 4).

4.2.3. Roztok methanolu

Hodnoceni roztoku methanolu (50 %, v/v) jako zadstupné matrice ukazalo, Ze pfi
srovnani s autentickou biologickou matrici lezi smérnice kalibracnich kfivek pro vsechny
Zlu¢ové kyseliny v rozmezi -4,41 % (GLCA) az 2,87 % (GCDCA), s vyjimkou LCA, kde byla
odchylka vyssi a dosahla -13,5 % (Tabulka 4). VSechny vysledné odchylky byly tedy v pfredem
definovaném rozsahu +15 %. V pripadé této matrice byla splnéna podminka paralelity, nebyly
zde pozorovany zadné interferujici piky v retencnich ¢asech stanovovanych Zluovych kyselin,
pfiprava matrice byla jednoducha, nehrozi zde vyznamné riziko zaneseni kontaminace nebo
matricni pfitomnost analyt( a z dlouhodobého hlediska je pfiprava vysoce reprodukovatelna.
Z tohoto dlivodu jsme 50% methanol ve vodé zvolili jako vhodnou zastupnou matrici pro
pfipravu kalibrator(, jenz byly pouzivany v prlbéhu valida¢ni studie a pfi rutinnim méreni

vzorkU.
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Tabulka 4. Smérnice kalibracnich kfivek v rozsahu 5-2000 nM pfipravenych v rdznych matricich a jejich odchylky od kalibrace pfipravené v
autentické matrici. Pro hodnoceni paralelity byl pouzit linearni kalibracni model vyuzZivajici obecnou rovnici pfimky Y = aX + b.

Slutovs Smérnice kalibracnich kfivek Odchylka (%)
kyselina Autenticka Stripovana Uméla 50 % (v/v) Stripovana Uméla 50 % (v/v)
plazma plazma plazma methanol plazma plazma methanol
UDCA 0.020419 0.020489 0.019337 0.020688 0.34 -5.30 1.31
CA 0.015167 0.015090 0.012944 0.015206 -0.50 -14.7 0.26
CDCA 0.020019 0.020091 0.018431 0.020356 0.36 -7.93 1.68
DCA 0.005374 0.005326 0.004650 0.005372 -0.89 -13.5 -0.04
LCA 0.007198 0.007013 0.007738 0.006228 -2.56 7.50 -13.5
GUDCA 0.034582 0.035170 0.033951 0.035079 1.70 -1.82 1.44
GCA 0.006211 0.006238 0.005887 0.006240 0.42 -5.21 0.46
GCDCA 0.010671 0.010883 0.010183 0.010976 1.99 -4.57 2.87
GDCA 0.009779 0.009879 0.009218 0.009841 1.03 -5.73 0.64
GLCA 0.005110 0.004549 0.005045 0.004885 -11.0 -1.28 -4.41
TUDCA 0.023092 0.022845 0.021999 0.023305 -1.07 -4.73 0.92
TCA 0.006053 0.006025 0.005777 0.006119 -0.46 -4.56 1.08
TCDCA 0.005241 0.005193 0.004979 0.005301 -0.92 -5.01 1.14
TDCA 0.006316 0.006311 0.006013 0.006371 -0.08 -4.81 0.86
TLCA 0.033648 0.033259 0.032154 0.033881 -1.16 -4.44 0.69
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Obrazek 5. Porovnani kalibrac¢nich kfivek 15 Zlu¢ovych kyselin (nekonjugovanych, glycin-konjugovanych a taurin-konjugovanych) pfipravenych
v rliznych testovanych matricich (autenticka plazma, stripovana plazma, uméla plazma a 50% v/v methanol).
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4.3. Validace metody

Validace zahrnovala testovani selektivity, matri¢nich efektl, vytéZnosti, kalibra¢niho
modelu, dolni meze kvantifikace, spravnosti, presnosti, integrity redéni a stability s vyuZitim
dvou nezavislych sad vzork( kontroly kvality pfipravenych v autentické a zastupné matrici,
ktera byla vybrana na zakladé predbéiného testovani. Na zakladé vysledk( validace Ize
prohldsit, Ze metoda poskytla obdobné vysledky jak pro QC vzorky pfipravené v autentické
matrici, tak pro QC vzorky pfipravené v zastupné matrici (50% v/v methanolu), pfi¢emz v obou
pfipadech byla splnéna kritéria pro validaci bioanalytickych metod dle doporuceni EMA.

Vysledky jednotlivych validacnich test( jsou ukazany dale.

4.3.1. Selektivita

Selektivita byla testovdna u vSech matric hodnocenych v predbézném testovani, kromé
autentické plazmy, vzhledem k pfirozenému vyskytu Zlu¢ovych kyselin v této matrici. Zde bylo
provedeno pouze testovani selektivity pro izotopicky znacené vnitfni standardy. V pfipadé
stripované plazmy a 50% (v/v) methanolu nebyly pozorovany zadné interference. Analyzou se
téZ potvrdila kompletni deplece Zlu¢ovych kyselin z plvodni matrice po stripovani pomoci
aktivniho uhli. V ptipadé umélé plazmy byla zjiSténa vyznamna kontaminace Zlucovymi
kyselinami, jejichz zdroj byl prokdzan v BSA pouzitém pro pfipravu umélé plazmy
(Kapitola 4.2.2.). Autenticka plazma nevykazovala Zadné vyznamné interference v retencnich

¢asech pouzitych deuterovanych IS.

4.3.2. Matri¢ni efekty

Matri¢ni efekty byly béhem vyvoje a validace metody hodnoceny na celkem 38 vzorcich
plazmy, coZ je vice jak 6x vétsi mnozZstvi, nez je doporucéeno validaéni smérnici EMA. Takto
velké mnoZstvi pouzitych vzork( vychazi ze skutecCnosti, Ze jednou z dllezitych prerekvizit
aplikovatelnosti ndmi vyvinutého postupu je diikladné ovéreni, Ze metoda je prosta matricnich
efektl. V pocatecni fazi vyvoje metody byla pfitomnost matri¢nich efektli ve vzorcich plazmy
téhotnych Zen (n = 18) kvalitativné hodnocena za pomoci post-kolonové infuze [97] s vyuZitim
izotopicky znacenych standardl Zlucovych kyselin jako zastupnych analytd. Ve vsech
pfipadech byl pro kazdou Zlucovou kyselinu pouzit odpovidajici deuterovany analog kromé

LCA, kde znaceny analog nebyl dostupny.
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V tomto pripadé byl pouzit standard DCA-D4 kvuli strukturdlni podobnosti a blizkému
retenénimu casu k LCA a matri¢ni efekty byly hodnoceny pouze kvalitativné. Jak je vidét
z vysledk(l uvedenych na Obrazku 6, extrahované iontové proudy jednotlivych Zlucovych
kyselin nevykazuji zadné vyznamné zmény signdlu v retencnich ¢asech Zlu¢ovych kyselin
zahrnutych v analyze. V radmci validace metody pak bylo s vyuzitim stejnych izotopicky
znacenych standardl provedeno kvantitativni hodnoceni, které ukazalo, Ze matri¢ni efekty lezi
v rozmezi 92,3 — 107,9 % (c = 15 nM, n = 10) a 94,2 — 104,1 % (c = 1500 nM, n = 10)
a neprekracuji tedy limity dané smérnici EMA. Kompletni vysledky kvantitativniho stanoveni
jsou uvedeny v Tabulce 5. Ziskand data ukazuji, Ze vyvinutd metoda je s vysokou mirou

pravdépodobnosti prosta matri¢nich efektd.

4.3.3. Vytéznost metody

Vysledky méreni vytéznosti analytl pfi pfipravé vzorkd (n=5) byly konzistentni pro
kazdou skupinu Zlu¢ovych kyselin skrze cely testovany koncentracéni rozsah. Za zminku stoji
fakt, Ze ZluCové kyseliny konjugované s taurinem vykazovaly v priméru nizsi vytéZznost
71,7+1,83 % (PRUMER + SD) ve srovnani s nekonjugovanymi Zlu¢ovymi kyselinami
(84,5 + 0,58 %) a Zlucovymi kyselinami konjugovanymi s glycinem (80,8 + 1,83 %). Jednou
z moznych pficin je vyrazné vyssi polarita taurin-konjugovanych Zlu¢ovych kyselin, kterd by
mohla vést k jejich nizsi rozpustnosti ve 100 % acetonitrilu pouzitém pfi deproteinaci. Popsané
chovani vsak nemélo vliv na presnost a spravnost metody, jak bylo prokdzano dalSimi
validacnimi testy. Kompletni vysledky vytéznosti jednotlivych analytl jsou k dispozici

v Tabulce 6.

4.3.4. Kalibracni model

Kalibra¢ni model pro kazdou Zluc¢ovou kyselinu byl individudlné vyhodnocen pomoci
parametr( CCF a CCP dle metody popsané v praci Singtoroj et al. [98]. Jako nejvhodné;jsi model
soucet koeficientl ziskanych pro CCF a CCP. Nejlepsich vysledki bylo dosazeno s kvadratickym
modelem a vaZenim 1/x?, kromé& UDCA a GUDCA, kde byla pouZita vdha 1/x. Kompletni

vysledky vyhodnoceni kalibracniho modelu jsou shrnuty v Tabulce 7 (CCF) a v Tabulce 8 (CCP).
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Obrazek 6. Hodnoceni matricnich efektll ve vzorcich plazmy gravidnich pacientek (n = 18) s pouZitim post-kolonové infuze (5 pL/min)
deuterovanych analogl Zlu¢ovych kyselin (c = 50 nM) pouzitych jako zastupné analyty. Extrahované iontové proudy jednotlivych Zlu¢ovych kyselin
nevykazuji Zadné vyznamné zmény signdlu v retencnich ¢asech.
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Tabulka 5. Matri¢ni efekty (%) hodnocené pfi koncentracich 15 nM a 1500 nM v nezavislych vzorcich plazmy ziskanych od kohorty téhotnych Zen
(n =20).

Matricni efekty (%) pfi koncentraci 15 nM

Plazma UDCA-D4 CA-D5 CDCA-D4 DCA-D4 GUDCA-D4 GCA-D4 GCDCA-DA GDCA-D4 GLCA-D4 TUDCA-D4 TCA-D4 TCDCA-D4 TDCA-D4 TLCA-D4

A 98.9 100.3 98.8 98.0 104.2 96.9 101.4 98.2 97.8 101.2 98.4 99.0 100.1 99.4
B 100.4 98.4 98.9 96.0 100.0 96.9 99.3 99.3 97.7 101.2 97.7 100.4 99.2 99.2
C 100.2 95.1 98.7 95.7 103.5 99.8 98.8 101.5 98.3 99.4 99.1 98.5 99.1 99.2
D 98.9 98.5 98.5 97.8 100.4 98.4 98.4 99.1 98.9 100.3 99.4 96.7 98.6 98.6
E 99.4 96.6 98.7 98.0 101.8 96.6 96.8 98.5 97.2 99.2 99.9 96.7 99.3 97.1
F 96.3 96.0 98.2 95.9 99.6 97.0 98.6 96.3 95.7 97.3 96.6 99.3 97.0 97.1
G 93.9 97.8 98.2 107.9 102.3 97.9 101.7 98.6 96.5 101.4 98.0 99.9 98.9 98.0
H 99.5 95.9 104.3 99.4 101.4 101.4 101.5 98.2 97.3 101.7 102.3 102.1 98.4 99.7
| 95.3 92.3 96.9 92.6 96.6 95.7 95.4 96.5 93.9 95.9 92.6 95.6 95.1 96.1
J 98.5 97.9 99.1 96.7 102.2 98.8 100.7 98.3 96.4 103.3 99.8 103.1 99.6 98.8

Matriéni efekty (%) pfi koncentraci 1500 nM

Plazma UDCA-D4 CA-D5 CDCA-D4 DCA-D4 GUDCA-D4 GCA-D4 GCDCA-D4 GDCA-D4 GLCA-D4 TUDCA-D4 TCA-DA TCDCA-D4 TDCA-D4 TLCA-D4

K 97.3 96.8 96.7 96.7 95.7 99.2 96.8 98.6 99.2 99.9 102.7 101.0 104.1 99.5
L 96.2 95.1 95.2 94.3 94.2 95.2 95.3 96.2 94.4 98.7 96.9 98.1 97.0 96.9
M 98.4 98.5 97.4 97.5 96.5 98.0 98.3 99.0 98.0 98.0 98.7 99.3 98.6 98.9
N 99.1 99.6 97.7 98.8 98.1 98.3 98.5 99.6 97.6 99.0 99.1 102.5 99.2 98.9
(0] 97.2 97.4 96.3 96.6 96.0 97.2 98.0 98.7 97.4 96.8 98.3 99.4 100.4 98.3
P 103.1 101.4 101.3 101.4 100.4 101.2 102.9 102.6 101.4 102.3 102.1 102.9 103.9 102.0
Q 97.1 96.9 96.6 97.0 97.1 98.0 97.9 98.4 97.6 98.5 100.2 99.4 98.9 97.8
R 96.8 96.8 95.5 94.6 96.4 96.9 95.4 96.9 96.3 97.7 96.9 97.4 98.7 97.5
S 98.9 98.4 97.7 98.3 96.4 99.8 98.4 100.5 98.7 99.0 99.7 101.8 101.5 99.3
T 97.3 96.4 96.8 96.4 94.9 96.6 98.5 96.6 97.3 97.7 99.3 98.9 98.2 98.2
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Tabulka 6. VytéZnost extrakce (%) hodnocena pro koncentracni hladiny 15, 500 a 1500 nM
(opakovéni n =5 pro kazdou koncentracni hladinu)

Zastupny 15 nM 500 nM 1500 nM

Analyt PRUMER  SD PRUMER  SD PRUMER  SD
UDCA-D4 93.9 9.9 90.9 9.8 85.2 2.9
CA-D5 84.5 5.1 82.5 7.1 82.3 2.0
CDCA-D4 81.2 3.4 83.0 2.6 84.1 1.6
DCA-D4 80.2 1.0 82.5 1.9 83.8 1.8
GUDCA-D4 78.4 2.8 78.9 2.7 80.1 1.7
GCA-D4 77.7 2.7 75.3 14 78.6 1.7
GCDCA-D4 833 1.8 79.3 1.4 81.5 2.1
GDCA-D4 87.0 7.6 79.9 2.1 80.6 2.0
GLCA-D4 86.6 2.6 81.5 1.8 82.9 2.1
TUDCA-D4 72.7 4.4 70.2 0.8 72.6 3.5
TCA-D4 68.3 4.9 64.8 1.1 67.1 2.7
TCDCA-D4 74.2 4.6 71.3 2.6 70.9 2.5
TDCA-D4 79.1 7.8 71.7 1.8 71.1 2.3
TLCA-D4 74.6 3.8 73.0 1.0 74.6 1.8
nekonjugované 85.0 6.3 84.7 4.1 83.9 1.2
glycin-konjugované 82.6 4.4 79.0 2.3 80.7 1.6
taurin-konjugované 73.8 3.9 70.2 3.2 71.3 2.8
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Tabulka 7. Vyhodnoceni kalibra¢niho modelu pro 15 Zluéovych kyselin (nekonjugovanych, glycin-konjugovanych a taurin-konjugovanych)
na zakladé CCF. Relativni rezidua (RR %) byla vypoctena jako RR % = |(cb - ¢n)/cn) X100 |, Kde cn je jmenovita koncentrace a cp je koncentrace
zpétné vypoctena z kalibracni kfivky na dané kalibra¢ni hladiné. Poradi bylo uréeno podle rostouci hodnoty relativniho rezidua (Rank). Vysledna
hodnota (Rank - suma) byla vypocitana jako soucet jednotlivych hodnot.

ProlozZeni kalibra¢ni kfivky

Analyt Model Viha 5nM 10 nM 50 nM 100 nM 250 nM 500 nM 1000 nM 2000 nM Rank

RR% Rank RR% Rank RR % Rank RR% Rank RR% Rank RR % Rank RR% Rank RR% Rank suma
Linearni 1/x 10.2 4 5.70 1 3.90 4 4.60 4 5.30 1 0.50 1 2.60 4 0.90 3 22
UDCA  Linearni 1/x*  4.20 2 7.80 4 3.00 2 3.30 2 6.60 3 2.00 3 1.10 1 2.40 4 21
Kvadraticky 1/x 8.10 3 6.20 2 3.20 3 3.80 3 6.00 2 1.10 2 2.40 3 0.40 1 19
Kvadraticky 1/x? 3.70 1 7.20 3 1.80 1 2.20 1 7.40 4 2.40 4 1.80 2 0.50 2 18
Linearni 1/x 7.80 4 1.60 1 2.50 4 5.50 4 4.10 1 1.30 4 2.50 4 1.40 3 25
CA Linearni 1/x? 2.10 2 3.60 4 1.60 3 4.30 3 5.40 2 0.20 2 1.00 1 2.80 4 21
Kvadraticky 1/x 3.00 3 2.80 2 0.90 2 3.70 2 5.80 3 0.10 1 1.90 3 0.40 2 18
Kvadraticky 1/x* 1.60 1 3.10 3 0.50 1 3.20 1 6.20 4 0.50 3 1.70 2 0.10 1 16
Linearni 1/x 13.5 4 2.60 1 4.50 4 5.90 4 2.80 1 2.60 3 2.90 4 2.10 3 24
CDCA Linearni 1/x? 3.40 2 6.10 4 3.00 3 3.70 3 5.10 2 0.10 1 0.30 1 4.70 4 20
Kvadraticky 1/x 4.80 3 4.70 2 1.80 2 2.60 2 5.80 3 0.10 1 1.80 3 0.40 2 18
Kvadraticky 1/x* 270 1 5.20 3 1.10 1 1.80 1 6.50 4 0.50 2 1.50 2 0.10 1 15
Linearni 1/x 4.40 4 1.90 1 1.90 4 3.90 4 5.60 1 0.90 4 2.00 4 0.80 3 25
DCA Linearni 1/x* 170 2 2.90 4 1.60 3 3.40 3 6.20 2 0.20 2 1.30 1 1.50 4 21
Kvadraticky 1/x 2.40 3 2.40 2 1.30 2 3.20 2 6.20 2 0.30 3 1.80 3 0.40 2 19
Kvadraticky 1/x* 140 1 2.70 3 1.00 1 2.80 1 6.60 3 0.00 1 1.60 2 0.20 1 13
Linearni 1/x 3.90 4 4.50 1 1.50 3 2.40 4 6.20 1 0.20 1 2.30 3 0.50 2 19
LCA Linearni 1/x*  2.60 2 4.90 4 1.40 2 2.10 2 6.50 3 0.50 2 2.00 1 0.80 3 19
Kvadraticky 1/x 3.60 3 4.60 2 1.50 3 2.30 3 6.30 2 0.20 1 2.30 3 0.50 2 19
Kvadraticky 1/x*  2.50 1 4.80 3 1.10 1 1.80 1 6.60 4 0.50 2 2.10 2 0.20 1 15
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Tabulka 7. Pokracovani ...

ProloZeni kalibracni krivky

, 5nM 10 nM 50 nM 100 nM 250 nM 500 nM 1000 nM 2000 nM Rank
Analyt Model Vaha
RR % Rank RR % Rank RR % Rank RR % Rank RR % Rank RR % Rank RR % Rank RR% Rank suma

Linearni 1/x 12.9 4 3.30 1 5.00 4 5.70 4 2.00 1 0.30 1 2.50 4 1.30 3 22
GUDCA Linearni 1/x*  3.70 2 6.50 4 3.70 3 3.70 2 4.10 3 2.50 3 0.10 1 3.70 4 22
Kvadraticky  1/x 7.80 3 4.50 2 3.40 2 3.80 3 3.70 2 1.70 2 1.90 3 0.30 1 18
Kvadraticky 1/x*  3.00 1 5.60 3 1.90 1 2.00 1 5.40 4 3.10 4 1.20 2 0.80 2 18
Linearni 1/x 3.40 4 1.20 1 1.70 4 4.70 4 5.80 1 0.50 4 1.40 4 0.40 3 25
GCA Linearni /x>  1.20 2 2.00 4 1.40 2 4.30 2 6.30 3 0.00 1 0.80 1 0.90 4 19
Kvadraticky  1/x 2.80 3 1.40 2 1.50 3 4.50 3 6.00 2 0.40 3 1.30 3 0.30 2 21
Kvadraticky 1/x* 1.10 1 1.80 3 1.00 1 3.80 1 6.60 4 0.10 2 1.10 2 0.10 1 15
Linearni 1/x 5.50 4 4.80 1 1.30 4 3.20 4 4.60 1 0.50 1 1.80 4 0.40 3 22
GCDCA Linearni 1/x>  3.00 2 5.70 4 0.90 2 2.60 2 5.20 3 1.20 3 1.10 1 1.00 4 21
Kvadraticky  1/x 5.30 3 4.90 2 1.20 3 3.10 3 4.70 2 0.60 2 1.70 3 0.30 2 20
Kvadraticky 1/x? 2.80 1 5.50 3 0.40 1 2.10 1 5.60 4 1.30 4 1.40 2 0.20 1 17
Linearni 1/x 2.00 3 0.90 1 2.00 3 3.60 3 5.60 2 0.30 2 1.60 3 0.30 2 19
GDCA Linearni /x> 0.90 2 1.30 3 1.90 2 3.40 2 5.80 3 0.60 3 1.30 1 0.60 3 19
Kvadraticky 1/x 2.30 4 0.90 1 2.10 4 3.70 4 5.50 1 0.20 1 1.60 3 0.30 2 20
Kvadraticky 1/x? 0.80 1 1.20 2 1.60 1 3.10 1 6.00 4 0.60 3 1.40 2 0.00 1 15
Linearni 1/x 14.0 4 0.10 1 7.40 4 7.50 4 4.10 1 1.50 3 3.80 4 2.30 3 24
GLCA Linearni /x> 2.70 2 4.10 4 5.70 3 5.10 3 6.60 2 1.30 2 0.90 1 5.10 4 21
Kvadraticky  1/x 5.10 3 2.30 2 4.50 2 4.10 2 7.00 3 1.00 1 2.70 3 0.50 2 18
Kvadraticky 1/x*  1.90 1 3.10 3 3.50 1 2.90 1 8.10 4 2.00 4 2.30 2 0.20 1 17
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Tabulka 7. Pokracovani ...

ProloZeni kalibracni krivky

i 5nM 10 nM 50 nM 100 nM 250 nM 500 nM 1000 nM 2000 nM Rank
Analyt Model Vaha
RR % Rank RR % Rank RR % Rank RR % Rank RR % Rank RR % Rank RR % Rank RR% Rank suma

Linearni 1/x 10.1 4 5.10 1 2.80 4 4.30 4 5.30 1 1.80 3 3.20 4 1.70 3 24
TUDCA Linearni 1/x*  3.80 2 7.20 4 1.90 3 3.00 3 6.70 2 0.20 2 1.50 1 3.20 4 21
Kvadraticky  1/x 4.50 3 6.40 2 1.00 2 2.20 2 7.20 3 0.20 2 2.50 3 0.50 2 19
Kvadraticky 1/x*>  3.30 1 6.60 3 0.60 1 1.80 1 7.60 4 0.10 1 2.30 2 0.30 1 14
Linearni 1/x 5.30 4 3.50 1 2.90 4 2.30 4 5.20 1 0.70 4 1.80 4 0.60 3 25
TCA Linearni 1/x>  2.50 2 4.50 4 2.40 2 1.70 2 5.90 3 0.00 1 1.00 1 1.30 4 19
Kvadraticky  1/x 4.10 3 3.80 2 2.50 3 1.90 3 5.70 2 0.30 3 1.60 3 0.30 2 21
Kvadraticky 1/x*>  2.20 1 4.20 3 1.90 1 1.20 1 6.30 4 0.20 2 1.40 2 0.00 1 15
Linearni 1/x 6.90 4 3.70 1 3.90 4 4.00 3 6.50 1 0.80 1 3.50 4 1.10 3 21
TCDCA Linearni 1/x>  2.90 2 5.10 4 3.30 3 3.20 2 7.40 3 1.70 3 2.50 1 2.10 4 22
Kvadraticky  1/x 4.70 3 4.30 2 3.20 2 3.20 2 7.20 2 1.40 2 3.30 3 0.60 2 18
Kvadraticky 1/x? 2.60 1 4.70 3 2.50 1 2.40 1 7.90 4 2.00 4 3.00 2 0.20 1 17
Linearni 1/x 11.2 4 5.90 1 3.60 4 6.40 4 6.70 1 0.00 1 2.90 4 1.00 2 21
TDCA Linearni 1/x? 4.40 2 8.20 4 2.60 2 5.00 2 8.20 3 1.60 3 1.10 1 2.70 3 20
Kvadraticky — 1/x 8.50 3 6.50 2 2.80 3 5.40 3 7.60 2 0.70 2 2.50 3 0.50 1 19
Kvadraticky 1/x? 3.90 1 7.60 3 1.30 1 3.70 1 9.10 4 2.00 4 2.00 2 0.50 1 17
Linearni 1/x 13.3 4 0.10 1 5.20 4 6.90 4 1.90 1 1.80 4 3.70 4 2.50 3 25
TLCA Linearni 1/x*  2.50 2 4.00 4 3.60 3 4.60 3 4.40 2 0.90 1 0.90 1 5.20 4 20
Kvadraticky — 1/x 3.20 3 2.60 2 2.00 2 3.10 2 5.30 3 1.10 2 2.50 3 0.50 2 19
Kvadraticky 1/x>  1.70 1 3.00 3 1.50 1 2.50 1 5.90 4 1.60 3 2.20 2 0.10 1 16
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Tabulka 8. Vyhodnoceni kalibra¢niho modelu pro 15 Zlu¢ovych kyselin (nekonjugovanych, glycin-konjugovanych a taurin-konjugovanych) na
zakladé CCP. Hodnoty (Rank) byly pfifazeny v pofadi dle absolutni hodnoty relativni chyby ‘ RE% | . Vysledna hodnota (Rank - suma) byl vypocitana
jako soucet jednotlivych hodnot Rank. Celkové poradi (Celkovy rank) bylo vypocteno jako soucet hodnot (Rank - suma) pro CCF (Tabulka 7) a CCP
(Tabulka 8).

Pfedvidatelnost kalibraéni krivky

i LLOQ (5 nM) QC1 (15 nM) QC2 (500 nM) QC3 (1500 nM) Rank Celkovy
Analyt Model Vaha
|RE %| Rank |RE %| Rank |RE %| Rank |RE %| Rank suma rank
Linearni 1/x 3.48 4 0.76 4 0.98 1 10.1 1 10 32
UDCA Linearni 1/x? 3.16 2 0.46 1 2.40 3 11.5 4 10 31
Kvadraticky 1/x 2.24 1 0.72 3 1.52 2 10.2 2 8 27
Kvadraticky 1/x? 3.34 3 0.64 2 2.76 4 10.2 3 12 30
Linearni 1/x 6.88 4 2.40 4 1.08 1 9.40 1 10 35
CA Linearni 1/x? 2.85 2 1.82 1 1.68 3 10.7 4 10 31
Kvadraticky 1/x 3.30 3 2.28 3 1.64 2 9.42 2 10 28
Kvadraticky 1/x? 2.63 1 2.26 2 2.02 4 9.46 3 10 26
Linearni 1/x 15.0 4 5.06 4 0.76 1 10.6 1 10 34
CDCA Linearni 1/x? 4.92 2 3.40 1 3.04 2 129 4 9 29
Kvadraticky 1/x 6.26 3 4.70 3 3.06 3 10.7 2 11 29
Kvadraticky 1/x? 4.12 1 4.60 2 3.68 4 10.8 3 10 25
Linearni 1/x 7.72 4 2.92 4 2.00 1 9.92 1 10 35
DCA Linearni 1/x? 4.96 2 2.46 1 2.70 3 10.5 2 8 29
Kvadraticky 1/x 5.72 3 2.86 3 2.60 2 9.92 1 9 28
Kvadraticky 1/x? 4.76 1 2.82 2 2.84 4 9.92 1 8 21
Linearni 1/x 3.78 4 2.38 3 2.70 1 8.80 1 9 28
LCA Linearni 1/x? 2.54 2 2.22 1 3.04 3 9.10 2 8 27
Kvadraticky 1/x 3.58 3 2.36 2 2.76 2 8.80 1 8 27
Kvadraticky 1/x? 2.48 1 2.36 2 3.08 4 8.80 1 8 23
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Tabulka 8. Pokracovani ...

Predvidatelnost kalibracni krivky

, LLOQ (5 nM) QC1 (15 nM) QC2 (500 nM) QC3 (1500 nM) Rank Celkovy
Analyt Model Vaha
|RE % | Rank |RE %| Rank |RE %| Rank |RE %| Rank suma rank

Linearni 1/x 2.66 1 2.68 1 1.58 4 8.32 1 7 29
GUDCA Linearni 1/x? 7.32 3 4.04 3 0.72 2 10.5 3 11 33
Kvadraticky 1/x 3.90 2 2.74 2 0.30 1 8.32 1 6 24
Kvadraticky 1/x? 7.80 4 2.74 2 1.28 3 8.36 2 11 29
Linearni 1/x 1.16 2 1.76 2 0.42 2 8.56 1 7 32
GCA Linearni 1/x? 1.96 3 1.80 3 0.50 3 9.06 2 11 30
Kvadraticky 1/x 1.06 1 1.76 2 0.34 1 8.56 1 5 26
Kvadraticky 1/x? 2.14 4 1.72 1 0.58 4 8.56 1 10 25
Linearni 1/x 5.90 4 1.26 2 0.44 1 9.46 1 8 30
GCDCA Linearni 1/x? 4.36 2 1.32 3 0.56 3 10.1 3 11 32
Kvadraticky 1/x 5.76 3 1.24 1 0.46 2 9.46 1 7 27
Kvadraticky 1/x? 4.22 1 1.26 2 0.74 4 9.52 2 9 26
Linearni 1/x 5.36 3 1.94 2 1.22 2 9.78 1 8 27
GDCA Linearni 1/x? 4.70 2 1.88 1 1.52 3 10.1 3 9 28
Kvadraticky 1/x 5.62 4 1.94 2 1.12 1 9.78 1 8 28
Kvadraticky 1/x? 4.64 1 1.94 2 1.58 4 9.80 2 9 24
Linearni 1/x 12.1 4 1.70 4 1.34 2 10.2 1 11 35
GLCA Linearni 1/x? 2.06 2 0.62 1 1.42 3 12.7 4 10 31
Kvadraticky 1/x 3.40 3 1.52 3 1.18 1 10.3 2 9 27
Kvadraticky 1/x? 1.86 1 1.46 2 2.12 4 10.4 3 10 27
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Tabulka 8. Pokracovani ...

Predvidatelnost kalibracni krivky

i LLOQ (5 nM) QC1 (15 nM) QC2 (500 nM) QC3 (1500 nM) Rank Celkovy
Analyt Model Vaha
|RE %| Rank |RE %| Rank |RE %| Rank |RE %| Rank suma rank
Linearni 1/x 11.2 4 3.06 4 0.66 1 9.14 1 10 34
TUDCA Linearni 1/x? 4.85 2 2.04 1 1.68 2 10.6 3 8 29
Kvadraticky 1/x 5.48 3 2.86 3 1.70 3 9.18 2 11 30
Kvadraticky 1/x? 4.35 1 2.84 2 2.06 4 9.18 2 9 23
Linearni 1/x 2.48 1 2.26 2 1.60 1 10.0 1 5 30
TCA Linearni 1/x? 3.80 3 2.34 3 2.32 3 10.6 3 12 31
Kvadraticky 1/x 3.14 2 2.26 2 1.94 2 10.0 2 8 29
Kvadraticky 1/x? 4.26 4 2.22 1 2.46 4 10.0 2 11 26
Linearni 1/x 12.1 4 2.68 4 1.08 1 9.46 1 10 31
TCDCA Linearni 1/x? 8.10 2 2.04 1 2.06 3 10.4 4 10 32
Kvadraticky 1/x 9.90 3 2.64 3 1.72 2 9.48 2 10 28
Kvadraticky 1/x? 7.78 1 2.56 2 2.30 4 9.54 3 10 27
Linearni 1/x 4.6 4 2.38 2 1.02 1 9.20 1 8 29
TDCA Linearni 1/x? 4.00 2 2.52 3 2.58 3 10.8 4 12 32
Kvadraticky 1/x 2.98 1 2.34 1 1.70 2 9.24 2 6 25
Kvadraticky 1/x? 4.22 3 2.34 1 3.00 4 9.28 3 11 28
Linearni 1/x 12.0 4 1.96 4 0.90 1 9.68 1 10 35
TLCA Linearni 1/x? 1.96 2 0.92 1 2.04 2 12.2 4 9 29
Kvadraticky 1/x 2.38 3 1.72 2 2.24 3 9.78 2 10 29
Kvadraticky 1/x? 1.76 1 1.74 3 2.70 4 9.80 3 11 27
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4.3.5. Dolni mez kvantifikace

Stanoveni dolni meze kvantifikace (LLOQ) bylo provedeno pouze u vzorkd QC-Set-A
na koncentracni hladiné 5 nM. LLOQ u QC vzork( pripravenych v autentické plazmé nebylo
mozné stanovit z dlivodu pfirozeného vyskytu Zlu¢ovych kyselin, ktery byl vyssi nez zvolena
koncentracni hladina. Pfesnost na hladiné LLOQ vyjadrena jako variacni koeficient byla lepsi
nez 7,72 % (GCDCA) a spravnost vyjadrena jako relativni chyba byla v rozmezi -3,82 %

az 2,38 % napfic vsemi Zlu¢ovymi kyselinami (Tabulka 9).

4.3.6. Pfesnost a spravnost

Pfesnost a spravnost byla stanovena pro referencni vzorky pfipravené v autentické
matrici i v zadstupné matrici. V pfipadé autentické matrice (QC-Set-B) nemohlo byt méreni
referencnich vzorkd o nizsich koncentracich provedeno striktné v souladu s doporucenim
3 x LLOQ, nebo nizsi. V nasem pripadé nebylo mozné takovy vzorek pfipravit z ddvodu
pfirozeného vyskytu vyssich koncentraci nékterych Zlu¢ovych kyselin v biologické matrici, nez
je vySe uvedena doporucend koncentracni hladina. Ztohoto didvodu byla pro vétsinu
testovanych Zluéovych kyselin jako kompromisni koncentrace zvolena hladina 50 nM, kromé
UDCA, CDCA, DCA, TCDCA, GUDCA, GDCA a GCA, jejichz prirozena koncentrace byla vyssi nez
50 nM a GCDCA, kterd se pfirozené vyskytovala v koncentracich vyssich nez 500 nM. U téchto
Zlu¢ovych kyselin nebyly zmifované koncentraéni hladiny hodnoceny. Ostatni koncentrace
Zlu¢ovych kyselin v QC-Set-B vsak jiz byly v souladu s predpisy valida¢ni smérnice EMA.
Paralelné se pfesnost a spravnost hodnotily také pomoci QC vzork( z QC-Set-A, pfipravenych
v zastupné matrici (50 % v/v methanol). V tomto pripadé vsechny koncentraéni hladiny
striktné kopirovaly doporuceni smérnice EMA. Vysledky hodnoceni presnosti a spravnosti jsou

shrnuty v Tabulce 9.
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Hodnoceni spravnosti u zastupné matrice (QC-Set-A) v rdmci dne poskytovalo relativni
chyby v rozsahu -9,88 % (UDCA) az 0,76 % (DCA) pro nekonjugované Zlu¢ové kyseliny, od
-9,52 % (GCDCA) do 0,52 % (GCDCA) pro Zlucové kyseliny konjugované s glycinem a od -9,40 %
(TCA) do 0,70 % (TDCA) pro Zlucové kyseliny konjugované s taurinem. V pfipadé mezidenniho
méreni byly relativni chyby v rozsahu -10,3 % (CA) az 0,31 % (CDCA) pro nekonjugované
Zlucové kyseliny, od -9,87 % (GCDCA) do 1,79 % (GUDCA) pro Zlu¢ové kyseliny konjugované
s glycinem a v rozmezi -9,91 % (TCA) az 1,53 % (TDCA) pro taurinem konjugované Zzlucové

kyseliny.

Hodnoceni sprdvnosti pro autentickou matrici (QC-Set-B) vramci jednoho dne
poskytovalo relativni chyby v rozsahu -11,7 % (CA) az 1,18 % (LCA) pro nekonjugované zluc¢ové
kyseliny, od -13,8 % (GLCA) do 7,30 % (GUDCA) pro zlucové kyseliny konjugované s glycinem
aod -9,74 % (TDCA) do 3,04 % (TDCA) pro Zlu¢ové kyseliny konjugované s taurinem.
Pro mezidenni stanoveni byly relativni chyby od -12,2 % (CA) do 0,86 % (UDCA) pro
nekonjugované Zluc¢ové kyseliny, od -12,9 % (GLCA) do 8,13 % (GUDCA) pro Zlucové kyseliny
konjugované s glycinem a od -10,8 % (TDCA) do 4,10 % (TDCA) pro taurinem konjugované

Zlucové kyseliny.

Variac¢ni koeficienty (presnost), vychdzely u vzork( QC-Set-A v ramci dne <1,54 % (CA)
pro nekonjugované Zlucové kyseliny, <2,29 % (GCA) pro Zlucové kyseliny konjugované
s glycinem a <2,95 % (TUDCA) pro Zlu¢ové kyseliny konjugované s taurinem. Variacni
koeficienty u mezidenniho stanoveni presnosti byly <5,93 % (CDCA) nekonjugované Zlucové
kyseliny, <2,58 % (GDCA) pro glycinem konjugované Zlucové kyseliny a <2,40 % (TUDCA) pro

Zlucové kyseliny konjugované s taurinem.

Vysledky presnosti metody v ramci jednoho dne u QC-Set-B poskytovaly variacni
koeficienty <3,85 % (UDCA) u nekonjugovanych Zlu¢ovych kyselin, <2,05 % (GCA) u glycinem
konjugovanych Zlu¢ovych kyselin a <2,37 % (TCA) u taurinem konjugovanych Zlucovych kyselin.
Mezidenni variacni koeficienty vychdazely <3,34 % (LCA), <2,41 % (GCA) a <3,67 % (TDCA) pro

nekonjugované, glycinem konjugované a taurinem konjugované Zlucové kyseliny.
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Tabulka 9. Spravnost (RE %) a presnost (CV %) metody v rdmci dne a mezi jednotlivymi dny
pro stanoveni 15 nekonjugovanych, glycinem konjugovanych a taurinem konjugovanych
Zlucovych kyselin v lidské plazmé a 50 % v/v methanolu jako zastupné matrice (opakovani n=5
na kazdé koncentracéni hladiné).

QC-Set-A (50 % v/v methanol) QC-Set-B (autenticka plazma)
Zluové Konc. hladina Vrémcidne Mezidenni Konc. hladina Vrdmcidne Mezidenni
kyselina " CV RE CV RE y CV RE CV RE
M ) e M ) %) o)
5 299 -096 4.83 -2.17 -¥ -¥ -¥ - -¥
UDCA 15 0.93 -0.68 1.93 -0.17 50 3.85 -5.88 3.15 -7.59
500 1.07 -1.50 0.54 -1.64 500 0.97 0.64 0.59 0.86
1500 0.84 -9.88 0.42 -10.1 1500 1.07 -3.34 0.68 -4.13
5 3.38 -1.14 2.35 0.97 -¥ -¥ -¥ - -¥
CA 15 1.54 -0.46 1.21 -1.59 50 149 -11.7 1.39 -12.2
500 1.25 -2.02 1.43 -3.87 500 1.73 -1.60 0.97 -2.09
1500 0.82 -9.46 1.47 -10.3 1500 1.09 -6.48 0.92 -7.23
5 6.18 0.54 5.39 255 -¥ -¥ -¥ - -¥
CDCA 15 0.57 -1.24 593 0.31 50 (141.6) ** 1.50 - 0.82 -
500 0.99 -2.82 1.38 -3.15 500 155 -5.74 2.06 -6.84
1500 0.76 -8.80 1.21 -9.55 1500 0.99 -9.18 2.34 -9.78
5 0.96 -1.10 2.82 0.51 -¥ -¥ -¥ ¥ -¥
DCA 15 0.97 0.76 1.81 -1.05 50 (252.4) ** 1.27 - 0.69 -
500 0.90 -2.50 0.71 -3.01 500 1.33 -6.84 1.30 -8.19
1500 0.48 -9.16 0.60 -9.73 1500 0.84 -8.30 0.82 -8.96
5 1.51 -0.14 2.29 1.25 -¥ -¥ -¥ - -¥
LCA 15 1.22 -0.30 1.15 -1.48 50 0.90 1.18 3.34 -3.86
500 0.69 -3.08 0.35 -3.57 500 1.27 -6.28 190 -7.81
1500 0.53 -8.48 1.10 -9.23 1500 0.86 -9.10 1.55 -11.0
5 2.52 -0.78 2.80 0.21 -¥ -¥ -¥ ¥ -¥
GUDCA 15 2.12 050 143 1.79 50(102.3) ** 1.54 - 1.64 -
500 0.88 0.14 1.95 -0.51 500 136 6.82 097 7.39
1500 0.98 -8.32 1.10 -9.36 1500 094 7.30 0.95 8.13
5 1.70 2.14 520 3.99 -¥ -¥ -¥ - -¥
GCA 15 229 0.36 2.18 -0.43 50 (184.5) ** 2.05 - 0.93 -
500 0.54 -0.26 1.56 -1.98 500 1.50 -190 241 -551
1500 0.51 -856 0.73 -9.31 1500 157 -3.54 187 -5.31
5 7.72 -0.66 5.13 4.46 ¥ ¥ ¥ -* ¥
GCDCA 15 1.79 0.52 1.21 -0.50 50 (752.6) ** 1.81 - 1.33 -
500 1.15 -0.74 1.05 -1.94 500 (752.6) ** 1.52 - 1.61 -
1500 1.07 -9.52 0.60 -9.87 1500 1.32 -8.82 1.31 -9.92
5 3.54 -0.62 4.01 0.53 -¥ -¥ -¥ - -¥
GDCA 15 1.56 -0.62 2.58 -0.12 50(179.7) ** 1.84 - 1.40 -
500 1.32 -1.58 0.85 -2.05 500 1.60 -6.60 1.30 -7.29
1500 1.10 -9.30 0.59 -9.49 1500 1.35 -1.38 1.14 -2.39
5 249 -0.06 2.12 1.35 ¥ ¥ ¥ -* ¥
GLCA 15 1.16 -0.46 0.59 -0.92 50 141 -6.34 196 -7.81
500 1.27 -2.12 0.65 -2.44 500 1.17 -2.00 1.27 -3.83
1500 1.22 -8.46 1.30 -9.71 1500 1.43 -13.8 0.96 -12.9
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Tabulka 9. Pokracovani ...

QC-Set-A (50 % v/v methanol) QC-Set-B (autenticka plazma)
Zlutové Konc. hladina Vrémcidne Mezidenni Konc. hladina V ramcidne Mezidenni
kyselina " CV RE CV RE v CV RE CV RE
M ) ) ) %) M 0 e (a)
5 5.17 -190 4.18 -2.36 - - - -¥ -¥
TUDCA 15 295 -0.66 2.40 -0.76 50 224 0.18 2.41 -1.00
500 1.51 -1.08 1.34 -1.52 500 1.18 1.66 0.65 2.42
1500 1.34 -8.68 0.70 -9.07 1500 1.77 -0.96 1.71 0.85
5 3.95 238 3.16 4.64 - - - -¥ -¥
TCA 15 272 -0.30 1.64 0.97 50 237 -5.12 3.48 -6.00
500 1.42 -1.24 0.87 -2.09 500 1.71 0.74 1.15 2.37
1500 0.90 -9.40 0.64 -9.91 1500 0.80 2.58 0.90 3.16
5 6.13 -3.82 6.22 -0.95 - ¥ ¥ -¥ -¥
TCDCA 15 1.49 -0.22 1.81 -2.06 50(132.3) ** 2.11 - 1.39 -
500 0.61 -2.14 0.43 -2.74 500 197 -5.44 1.07 -6.24
1500 1.15 -8.92 0.93 -9.63 1500 0.84 -1.36 1.50 -2.69
5 5.01 -0.14 492 1381 - - - -¥ -¥
TDCA 15 292 0.70 1.81 1.53 50 2.03 -9.74 3.67 -10.8
500 1.15 -0.40 0.90 -1.24 500 230 1.06 1.27 1.78
1500 1.14 -8.48 1.12 -9.34 1500 1.06 3.04 1.04 4.10
5 2.31 -0.44 2.55 3.56 ¥ ¥ ¥ -¥ -¥
TLCA 15 1.24 0.08 1.36 -0.04 50 1.69 -0.64 230 -1.83
500 0.97 -1.82 0.91 -2.35 500 155 -1.42 1.39 -3.00
1500 0.98 -9.26 0.58 -9.66 1500 0.90 -3.58 0.65 -4.13

* Bazalni koncentrace endogenni Zlucové kyseliny v autentické plazmé byla vyssi nez koncentracni hladina
odpovidajici LLOQ.

vy

hladina odpovidajiciho vzorku kontroly kvality. Skute¢na koncentrace je uvedena v zavorce.

4.3.7. Stabilita

Vramci stanoveni stability byla hodnocena kratkodoba stabilita, stabilita
v autosampleru a test stability zmrazeni/rozmrazeni (3. cyklus) pro dvé koncentraéni hladiny
v pfipadé QC-Set-A: 15nM (QCA1) a 1500nM (QCA3) a pro tfi koncentracni hladiny v pfipadé
QC-Set-B: 50nM (QCB1), 500nM (QCB2) a 1500nM (QCB3).

Relativni chyby pfi ovérovani kratkodobé stability u QC-Set-A byly od 1,63 % (GDCA) do
8,50 % (TDCA) pro QCA1 a v rozsahu -5,20 % (LCA) az - 1,27 % (TCDCA) pro QCA3. P¥i testovani
stability v autosampleru se relativni chyby pohybovaly od 2,23 % (CDCA) do 8,90 % (TDCA) pro
QCA1 a od -3,70 % (CDCA) do 0,37 % (LCA) pro QCA3. Test stability zmrazeni/rozmrazeni po
tfetim cyklu vykazoval relativni chyby v rozmezi od 1,83 % (TCA) do 9,27 % (GCDCA) pro QCA1
a od-3,07 % (UDCA, GLCA) do - 0,63 % (TUDCA) pro QCA3.
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Hodnoceni spravnosti u kratkodobé stability hodnocené pomoci QC-Set-B poskytovalo
relativni chybu v rozmezi-13,5 % (CA) az-0,60 % (UDCA) pro QCB1, od -11,2 % (DCA) do 0,40 %
(GUDCA) pro QCB2 a od -12,3 % (GLCA) do 1,10 % (TCA)pro QCB3. Stabilita v autosampleru
se pohybovalaod-11,7 % (CA) do 1,27 % (TLCA) pro QCB1, od -10,2 % (LCA) do 8,80 % (GUDCA)
pro QCB2 a od -13,7 % (GLCA) do 8,23 % (GUDCA) pro QCB3. Testovani stability
zmrazeni/rozmrazeni po tretim cyklu vykazovalo relativni chyby stanoveni koncentrace
v rozsahu -11,5 % (CA) az 0,6 % (TUDCA) pro QCB1, od -10,6 % (LCA) do 5,9 % (GUDCA) pro
QCB2 ao0d-13,9% (GLCA) do 6,27 % (GUDCA) pro QCB3. Kompletni vysledky testovani stability

jsou shrnuty v Tabulce 10.

4.3.8. Integrita fedéni

Integrita fedéni byla stanovena za pomoci autentické plazmy fortifikované o Zlu¢ové
kyseliny na vyslednou koncentraci 20 uM. Vzorky byly ndsledné pfed analyzou 40x fedény
vodou. Faktor fedéni byl zvolen na zakladé predbéznych testl s plazmami téhotnych Zen
s prokdzanou ICP. Zjisténé relativni chyby pfi fedéni zvolenou matrici byly v rozsahu od -4,77 %
(CA) do 14,2 % (LCA) pro nekonjugované Zlucové kyseliny, od -6,65 % (GDCA) do 1,38 %
(GUDCA) pro zlucové kyseliny konjugované s glycinem a od -8,45 % (TDCA) do 1,60 % (TLCA)
pro Zlucové kyseliny konjugované s taurinem. Variacni koeficienty v pfipadé testovani
presnosti byly nasledujici: <5,55 % (UDCA) pro nekonjugované Zlucové kyseliny, <10,4 %
(GUDCA) pro glycinem konjugované ZluCové kyseliny a <8,52 % (TUDCA) taurinem

konjugované zlucové kyseliny. Vysledky testu jsou shrnuty v Tabulce 11.
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Tabulka 10. Stabilita uvedena pro 15 nekonjugovanych, glycinem konjugovanych a taurinem konjugovanych zlu¢ovych kyselin v lidské plazmé
a v 50 % v/v methanolu jako zastupné matrici (opakovani n = 5 pro koncentracéni Urovenri). Spravnost je vyjadifena jako relativni chyba (RE %).

QC-Set-A (50 % v/v methanol) QC-Set-B (autenticka plazma)
Kratkodoba Autosampler Zmrazeni/rozmraz. Kratkodoba Autosampler Zmrazenif/rozmraz.
Zlucova (4 h) (12 h) (3. cyklus) (4 h) (12 h) (3. cyklus)

kyselina 15nM 1500nM  15nM 1500 nM 15nM 1500 nM 50 nM 500nM 1500nM 50nM 500nM 1500nM  50nM 500 nM 1500 nM
RE (%) RE (%) RE (%) RE (%) RE (%) RE (%) RE (%) RE(%) RE (%) RE (%) RE(%) RE (%) RE (%) RE(%) RE (%)

UDCA 4.67 -1.67 5.07 -1.97 4.43 -3.07 -0.60 -6.40 -6.50 -9.10 -1.90 -2.37 -5.10 -3.07 -7.10
CA 7.87 -2.70 5.87 -2.90 3.87 -2.53 -13.5  -3.80 -7.40 -11.7  -1.00 -4.67 -11.5  -2.27 -9.67
CDCA 5.87 -2.00 2.23 -3.70 3.90 -2.33 -* -8.60 -9.00 -* -5.27 -7.33 -* -6.83 -10.2
DCA 5.97 -3.00 6.03 -0.93 5.47 -2.40 -* -11.2 -11.1 -* -6.50 -6.87 -* -7.97 -11.5
LCA 6.23 -5.20 4.67 0.37 2.33 -0.90 -10.0 -10.8 -6.10 -7.43  -10.2 -12.7 -6.63 -10.6 -13.5
GUDCA 6.60 -4.20 8.60 -0.90 5.47 -2.47 -* 0.40 -8.20 -* 8.80 8.23 -* 5.90 6.27
GCA 6.27 -3.80 6.47 -0.90 3.83 -2.17 -* -10.0 -8.20 -* -5.47 -5.50 -* -4.47 -7.97
GCDCA 5.60 -3.17 6.37 -1.53 9.27 -2.20 -* -* -10.5 -* -* -8.37 -* -* -10.4
GDCA 1.63 -2.80 6.77 -0.77 2.53 -1.93 -* -8.70 -5.90 -* -7.07 -1.13 -* -7.40 -7.30
GLCA 4.27 -2.13 6.57 -2.13 3.93 -3.07 -12.7  -8.60 -12.3 -6.40 -2.90 -13.7 -6.00 -4.30 -13.9
TUDCA 7.43 -4.03 8.83 -1.07 3.50 -0.63 -3.90 -1.00 -0.10 0.07 2.93 1.83 0.60 1.13 -2.00
TCA 6.37 -1.47 8.43 -1.73 1.83 -2.30 -8.20  0.00 1.10 -2.90 3.83 4.37 -6.63 1.27 -1.33
TCDCA 3.80 -1.27 6.47 -1.03 3.30 -1.97 -* -8.80 -5.10 -* -4.93 -1.60 -* -6.77 -5.83
TDCA 8.50 -2.53 8.90 -1.17 6.80 -1.77 -12.7  -2.50 -0.60 -9.07 0.30 5.37 -10.1  -0.03 1.37
TLCA 6.57 -1.83 4.90 -2.57 3.80 -2.67 -4.80 -7.10 -5.60 1.27 -1.47 -1.90 -1.77 -4.43 -7.10

* Koncentrace endogenni Zlucové kyseliny v autentické plazmé byla vyssi nez zvolena koncentracni hladina
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Tabulka 11. Vysledky integrity fedéni pro 15 nekonjugovanych, glycinem konjugovanych a taurinem konjugovanych Zlucovych kyselin. Vzorky
(n = 5) nativni plazmy byly obohaceny o Zlucové kyseliny (20 uM) a zfedény 40x vodou Milli-Q. Pfesnost a spravnost jsou vyjadieny jako variaéni

koeficient (CV %) a relativni chyba (RE %).

Parametr
UDCA CA CDCA DCA

Zluéova kyselina

Presnost (CV%) 555 293 326 248

LCA GUDCA GCA GCDCA GDCA GLCA TUDCA TCA TCDCA TDCA TLCA

Spravnost (RE%) 0.19 -4.77 -0.87 -4.00

3.42 1043 852 4091
13.2 138 055 1.28

6.46 5.05 8.52 6.66 3.43

7.17 2381
-6.65 -2.79 -0.21 -422 -2.27
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4.4. Aplikace metody

4.4.1. Stanoveni koncentraci Zlu€ovych kyselin u gravidnich pacientek

Jak jiz bylo zminéno v uvodu prace, Zlu¢ové kyseliny mohou byt vyznamnymi
diagnostickymi markery nékterych onemocnéni. Jednou z nemoci, kterd ovliviiuje jejich
homeostdzu je i intrahepatalni cholestaza spojena s téhotenstvim (ICP). Tato patologie muze
vést ke komplikacim v pribéhu téhotenstvi s vaznymi ndsledky jak pro matku, tak pro plod.
Jedna se zejména o riziko spontanniho predc¢asného porodu, nebo potratu [99]. Vzhledem
k signifikantnim zménam zastoupeni Zlu¢ovych kyselin v plazmé pfi rozvoji této patologie maji

Zlucové kyseliny velky diagnosticky potencial v rdmci screeningu a monitorovani ICP [32].

Jednim z cilG bylo aplikovat validovanou metodu pfi screeningu ICP na kohorté
téhotnych pacientek. Snahou bylo pomoci metody demonstrovat zmény ve spektru zluéovych
kyselin, které mohou byt spojené s nefyziologickym pribéhem téhotenstvi. Detekce zmén
v koncentracich konkrétnich Zlucovych kyselin mlze mit velky potencidl pro véasnou
diagnostiku, prevenci nebo kontrolu probihajici terapie. Pro srovnani byly v kohorté
sledovanych zahrnuty nejenom pacientky kontrolni skupiny a s ICP,
ale i pacientky s dalSimi diagnostikovanymi patologiemi souvisejicimi s téhotenstvim jako

je gestacni diabetes mellitus (GDM), nebo gestaéni hypotyredza (GHT).

Pacientky zahrnuté ve studii

Vzorky plazmy byly ziskany od téhotnych Zen pfijatych na Porodnicko-gynekologickou
kliniku Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Studie byla schvélena etickou komisi dne 7. inora
2019 pod cislem 201902 S16P a od vSech pacientl zarfazenych do studie byl pred odbérem
krve ziskan informovany souhlas. Odbéry vzork( byly provedeny v prabéhu tretiho trimestru
(>28 tydnU). Gestacni vék byl stanoven na zakladé biometrie plodu v prvnim trimestru. Vzorky
plazmy byly odebrany od zdravych téhotnych Zen (KO) a téhotnych s diagnostikovanym GDM,

GHT a ICP. V kazdé z uvedenych skupin bylo ziskano a analyzovano sedm vzorkd plazmy.
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Vysledky a diskuze

Pokud se podivame na celkovou fyziologickou koncentraci Zlu¢ovych kyselin v plazmé,
tak by neméla prekrocit hodnotu 10 uM [35], cozZ bylo potvrzeno i v nasi studii u kontrolni
skupiny téhotnych Zen. V ramci patologickych zmén jsme spolehlivé identifikovali téhotné
Zzeny s ICP, které mély plazmatické koncentrace ve vSech pripadech nad uvedenou hranici.
Ve skupiné ICP byly ve srovndani s kontrolni skupinou vyznamné zvysSené koncentrace zejména
konjugovanych Zlucovych kyselin, konkrétné GCDCA, GCA, TCDCA, TDCA a TCA (viz Obrazek 7).
Za zminku stoji, Ze jsme byli schopni oproti fyziologickym vzorkim detekovat vyznamné
zvySeni koncentrace i u konjugatd kyseliny ursodeoxycholové (GUDCA, TUDCA). Kyselina
ursodeoxycholova sice nepatfi u lidi mezi bézné majoritni Zlucové kyseliny, nicméné jeji
nekonjugovand podoba, znamda pod nazvem ursodiol, se vyuziva pfi farmakoterapii ICP.
Metodou tedy bylo mozné identifikovat v kohorté pacientek Zeny, uzivajici tento pfipravek.
Jednou z potencialnich aplikaci prezentované metody je tedy i monitoring Ié¢by ICP pomoci
ursodiolu, pfipadné ovérovani compliance pfi lécbé. V pripadé ostatnich diagnéz (GDM a GHT)

nebyly pozorovany zadné vyznamné odchylky ve zménach koncentraci Zlu¢ovych kyselin.

Vysledky této studie byly 01/2023 odeslany do redakce casopisu Journal of
Chromatography A v manuskriptu: An alternative approach to validation of liquid
chromatography-mass spectrometry methods for the quantification of endogenous
compounds, M. Uher, S. Mi¢uda, M. Kacerovsky, M. Hroch. V dobé sepisovani prace byl

manuskript v receznim fizeni po provedené prvni revizi.
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Obrazek 7. Obsah ZluCovych kyselin ve vzorcich plazmy (A) zdravych téhotnych Zen, (B)
téhotnych Zen s diagndzou gestacni diabetes mellitus, (C) gestacni hypotyredzou a (D)
intrahepatalni cholestazou v téhotenstvi. Data jsou prezentovana jako mediany, pficemz
box-ploty predstavuji mezikvartilové rozmezi (IQR 25.-75. percentil) a vousy ukazuji minima
a maxima. *P <0,05 byla brana jako hladina vyznamnosti pfi srovnani s kontrolni skupinou.

t Udaje ICP jsou prezentovany v jiném méfitku.
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4.4.2. In vivo studie na potkanech s deficienci MRP2

Druhou aplikaci metody bylo sledovani efektu deficience MRP2 u potkanu s estrogeny
indukovanou poruchou metabolismu Zlu¢ovych kyselin. Multidrug resistance-associated
protein-2 (MRP2) je transportni protein jenz se podili na bilidrni sekreci amfipatickych
organickych aniontl a jejich konjugatl vcetné Zlu¢ovych kyselin. Je znamo, Ze homozygotni
mutace genu kdédujicitho protein MRP2 muzZe zplUsobovat vzdcnou poruchu jater,
Dubin-Johnsonlv syndrom, kterd se projevuje konjugovanou hyperbilirubinémii [100].
V souvislosti s deficitem MRP2 byly mimo jiné pozorovany i zmény ve spektru ZluCovych
kyselin [101]. Novéjsi studie poukazuji na zvySeni plazmatickych koncentraci zlu€ovych kyselin
u jedincl s mutacemi genu pro MRP2, nicméné neposkytuji informaci o zméndch jednotlivych
Zlu¢ovych kyselin [102, 103]. Jiné studie se pro zménu zabyvaly moZnou souvislosti mezi
deficitem MRP2 a cholestdzou u téhotnych, avSak ani zde nebyly pfesné mechanismy
studovany [104, 105]. Celkovda metabolomicka analyza ZluCovych kyselin v souvislosti

s deficitem MRP2 nebyla doposud provedena.

Na zakladé téchto poznatk( bylo cilem dalsi provadéné studie objasnit tlohu MRP2
ve vztahu k ICP u in vivo modelu s estrogeny indukovanou cholestdzou. K tomuto ucelu byli
pouziti potkani s MRP2 deficienci spolec¢né s kontrolni skupinou zdravych jedinc(, kde byla
nasledné u obou skupin indukovdna cholestaza ethinylestradiolem. V pfedchozich
experimentdlnich studiich nebyly pozorovany zadné zmény v bilidarni sekreci béhem
kratkodobého (1-3 dny) poddavani ethinylestradiolu. Vzhledem k tomu, Ze poSkozeni biliarni
sekrece je spiSe chronického charakteru, byl v nasi studii pouzit standardni model ICP
s dlouhodobéjsim podavanim ethinylestradiolu (5 dnli). Koncentrace jednotlivych Zlucovych

kyselin byly poté analyzovany v plazmé, Zluci a stolici pomoci nasi LC-MS metody.

Vysledky a diskuze

U skupiny potkanu s deficientem MRP2 a indukovanou cholestazou byly pozorovany
vyssi koncentrace Zlu¢ovych kyselin v plazmé v souladu se snizenou biliarni sekreci Zlu¢ovych
kyselin (Obrazek 8) a jejich zvySenym odtokem z hepatocytld do krve prostrednictvim
upregulovanych transportérl MRP3 a MRP4. Tato skupina také vykazovala sniZzenou strevni
reabsorpci zlu¢ovych kyselin v disledku snizené exprese apikalniho transportéru ASBT (apical

sodium dependent bile acid transporter - iledIni transportér pro Zlucové kyseliny).
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Ziskana data poukazuji na skuteCnost, Ze estrogeny indukovana cholestaza, kombinovana
s MRP2 deficienci a naslednou aktivaci transportéri MRP3 a MRP4 m(zZe predstavovat pro
organismus vazné riziko. MRP2 transportér vykazuje Sirokou substratovou specifitu a mimo
Zlu¢ovych kyselin se podili na exkreci Sirokého spektra endogennich latek i xenobiotik.
Za zminku stoji, Ze prostfednictvim tohoto transportéru jsou z jater vyluéovany i konjugaty
bilirubinu. Proto v pfipadé deficitu tohoto transportéru u pacientek s diagnostikovanou
konjugovanou hyperbilirubinémii by v prfipadé téhotenstvi mohlo monitorovani zlu¢ovych

kyselin pomoci s véasnym zachytem rozvijejici se ICP.
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Obrazek 8. Podavani ethinylestradiolu sniZilo biliarni sekreci Zlu¢ovych kyselin u zdravych
jedinct (WT) a skupiny s MRP2 deficienci (TR). Experimentalni skupiny: WT-Ve, WT potkani
dostavajici vehikulum; WT-EE, WT potkani dostdvajici ethinylestradiol; TR-Ve, TR potkani
dostavaijici vehikulum; a TR-EE, TR potkani dostavajici ethinylestradiol. (A) Biliarni sekrece
raznych tfid Zlucovych kyselin. (B) Poméry skupin Zlu¢ovych kyselin ve Zludi. (C) Bilidrni sekrece
jednotlivych Zlucovych kyselin. Data jsou prezentovana jako mediany, pficemz box plot a vousy
predstavuji mezikvartilové rozmezi (5. — 95. percentil). Vyznamnost: *p <0,1 ve srovnani
s potkany WT lé¢enymi vehikulem; Tp <0,05 ve srovnani se skupinou TR |é¢enou vehikulem.
Zlu¢ové kyseliny: 12a-hydroxylovany (12-OH), 12a-nehydroxylovany (non-12-OH), primdrni
(Prim), sekundarni (Sec), konjugovany (C) a nekonjugovany (U). Zdroj: spole¢na publikace, viz
dalsi strana.
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Vysledky této studie jsou publikovany v praci: Multidrug Resistance-Associated Protein 2
Deficiency Aggravates Estrogen-Induced Impairment of Bile Acid, F. Alaei Faradonbeh, H.
Lastuvkova, J. Cermanova, M. Hroch, Z. Nova, M. Uher, P. Hirsova, P. Pavek, S. Micuda,

Metabolomics in Rats, Front Physiol 13 (2022) 859294.
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4.4.3. In vivo studie na mysich po podani metforminu

Treti aplikaci metody bylo sledovani efektu metforminu na homeostazu Zzlu¢ovych
kyselin u ethinylestradiolem vyvolané cholestdazy u mysi. Intrahepatdlni cholestaza
je nejcastéjSim jaternim onemocnénim v téhotenstvi, které se manifestuje hlavné béhem
tfetiho trimestru a je provazené nalezem zvySenych aktivit jaternich enzym( a koncentraci
Zlu¢ovych kyselin v séru [22, 36]. Za hlavni pti¢inu komplikaci ICP je oznacovdna kumulace
Zluovych kyselin v organismu matky a plodu v dlsledku jejich porusené sekrece do Zluce
na strané matky. To je podminéno snizenim funkce zdkladnich transportnich proteind pro
sekreci Zlu¢ovych kyselin (BSEP — Bile Salt Exporting Protein, gen ABCB11) a fosfolipidd (MRP3
— Multidrug Resistance Protein 3, gen ABCB4) [106]. Soucasné dochdazi k nerovnovaze
v jaternich enzymech syntetizujicich zZlu¢ové kyseliny z cholesterolu, coz vede ke kvalitativnim
a kvantitativnim zméndm v jejich plazmatickych hladinach smérem k CA a DCA a poklesu jejich
rozpustnosti v dasledku snizeni jejich konjugace s glycinem [107]. Primarni pfi¢inou, proc
dochazi k takto komplexnim zménam v homeostdaze Zlu¢ovych kyselin a nasledné k rozvoji ICP

je zvysena produkce cholestatickych metabolitl estrogenu a progesteronu [36].

Zakladni terapii ICP je v sou¢asnosti podavani UDCA [22]. U¢inky této hydrofilni Zlu¢ové
kyseliny jsou zaloZeny na stimulaci Zlu¢ové sekrece prostiednictvim indukce BSEP transportéru
[106]. Celkové pak podani UDCA sniZuje intenzitu priznakd a rizika ICP pro matku a plod,
a to pfi absenci nezadoucich ucink na plod [106]. Nicméné ¢ast Zen s ICP na podani UDCA
nereaguje [36] a proto jsou testovany nové terapeutické pristupy, které by na zdkladé pozitivni

klinické zkuSenosti, nebo svého molekuldrniho tc¢inku, mohly pfinést benefit v 1é¢bé ICP.

Byl zaznamenan pfipad snizeni hladin Zlu¢ovych kyselin a zlepSeni ptiznakd ICP
po podani peroralniho antidiabetika metforminu, ktery je schvalen i pro podani téhotnym
s gestaénim diabetem mellitem [108]. U¢inek metforminu za této situace viak nebyl doposud
studovan, a tak byla hypotéza o moinych pozitivnich uéincich metforminu pfi terapii ICP
predmétem dalsi studie v ramci nasi hepatologické skupiny, kde bylo jeho plsobeni sledované

za podminek estrogeny indukované cholestazy.

Pro studium ICP se s vyhodou pouziva mysi nebo potkani model s cholestazou
indukovanou ethinylestradiolem. Cholestaza byla indukovdana u mysich samic C57BL/6

opakovanym podavanim ethinylestradiolu (10 mg/kg télesné hmotnosti s.c.).
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U skupiny mysi s indukovanou cholestazou a kontrolni skupiny bez indukované
cholestazy, byl podavan také metformin (150 mg/kg télesné hmotnosti ordlné) po dobu
5 po sobé jdoucich dnech s naslednym odbérem biologického materialu (plazma, zZlug, jatra
a stolice). Metabolomicka studie Zlucovych kyselin byla opét provedena pomoci nasi LC-MS

metody.

Vysledky a diskuze

Studie prokazala, Ze u kontrolni skupiny metformin vyznamné zvysil rychlost bilidrni
sekrece jednotlivych Zlucovych kyselin nestejnou mérou (Obrazek 9). Toto zvyseni bylo
zpUsobeno jak zvySenou syntézou Zlu¢ovych kyselin v jatrech prostfednictvim indukované
cholesterol-7a-hydroxyldzy (Cyp7al), tak zvySenou reabsorpci Zlucovych kyselin v ileu
prostfednictvim indukce transportéru pro Zzlucové kyseliny (ASBT). Na druhou stranu,
u skupiny mysi s ethinylestradiolem indukovanou cholestdzou doslo k signifikantnimu
zhorseni sekrece Zlu€i. Toto snizeni se opét liSilo v zavislosti na konkrétni zZlucové kyseliné
a korespondovalo s vyznamnou downregulaci hlavnich transportérl pro vylucovani

a vychytavani Zlu¢ovych kyselin v hepatocytech.

U skupiny mysi lé¢enych metforminem doslo téZ k vyznamnému zvyseni plazmatickych
koncentraci Zlu€ovych kyselin (Obrazek 10). Ziskana data naznacuji pozitivni stimulaci sekrece
Zlu¢i metforminem v jatrech za fyziologickych podminek, na druhou stranu vsak tento lék
indukuje vazné poskozeni biliarni sekrece s vyraznym zvySenim plazmatickych koncentraci
Zlu¢ovych kyselin pfi estrogeny indukované cholestaze. Vysledky studie tedy naznaduiji,
ze metformin by mél byt pouzivdn s opatrnosti v situacich, kdy maze dojit k hormondlné

indukované cholestaze, jako je tomu napftiklad i v pfipadé ICP.
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Obrazek 9. Metformin zvysil biliarni sekreci ZluCovych kyselin u mysi s ethinylestradiolem
indukovanou cholestazou. Fyziologicky roztok nebo metformin (M; 150 mg/kg) byl podavan
denné (p.o.) po dobu 5 po sobé jdoucich dnG mySim  samicim
(n =6/skupina) paralelné s propandiolem (P) nebo ethinylestradiolem (E; 10 mg/kg, s. c.). Data
jsou prezentovana jako medidny, pfiCemz box ploty a vousy predstavuji mezikvartilové
rozmezi a 5.-95. percentily. *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001 metformin a/nebo
ethinylestradiol vs. mysi po podani fyziologického roztoku/propandiolu; 1p <0,05,
ttp <0,01, t+1p <0,001 mysi [é¢ené metforminem vs. mysi [é€ené fyziologickym roztokem
s indukovanou cholestazou. Zlu¢ové kyseliny (BA): primarni (Prim-BA), sekundarni (Sec-BA),
12a-hydroxylované (12-BA), 12a-nehydroxylované (nonl12-BA), konjugované (C-BA),
nekonjugované (U-BA). Zdroj: Zdroj: spole¢na publikace, viz konec sekce.
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Obrazek 10. Metformin zvysil plazmatické koncentrace Zlucovych kyselin u mysi
s ethinylestradiolem indukovanou cholestazou. Fyziologicky roztok nebo metformin (M; 150
mg/kg) byl podavan denné (p.o.) po dobu 5 po sobé jdoucich dni mysim samicim
(n = 6/skupina) paralelné s propandiolem (P) nebo ethinylestradiolem (E; 10 mg/kg, s.c.). Data
jsou prezentovana jako mediany, pficemzZz box ploty a vousy predstavuji mezikvartilové
rozmezi a 5.-95. percentily. *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001 metformin a/nebo
ethinylestradiol vs. mysi po podani fyziologického roztoku/propandiolu; tp <0,05,
ttp <0,01, tttp <0,001 mysi lIécené metforminem vs. mysi IéCené fyziologickym roztokem
s indukovanou cholestazou. Zlu¢ové kyseliny (BA): primarni (Prim-BA), sekunddrni (Sec-BA),
12a-hydroxylované (12-BA), 12a-nehydroxylované (nonl12-BA), konjugované (C-BA),
nekonjugované (U-BA). Zdroj: spole¢na publikace, viz nize.

Vysledky této studie jsou publikovany v praci: Metformin impairs bile acid
homeostasis in ethinylestradiol-induced cholestasis in mice, F.A. Faradonbeh, L.I. Sa, H.
Lastuvkova, J. Cermanova, M. Hroch, H. Faistova, J. Mokry, Z. Nova, M. Uher, P. Nachtigal, P.
Pavek, S. Micuda, Chem Biol Interact 345 (2021) 109525
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5. Zavér

Validace bioanalytickych metod pro stanoveni endogennich latek pomoci LC-MS m{ze
byt i pres veskery pokrok v bioanalyze stale naro¢ny proces z diivodu absence autentické
matrice bez pfitomnosti stanovovaného analytu, tzv. slepého vzorku. Metodika prezentovand
v této praci poukazuje na dalsi mozny pfistup pro validaci bioanalytickych metod urcenych
ke kvantifikaci endogennich latek v biologickém materidlu. Podstatou metody je vyuZiti
kombinace zastupné a autentické matrice pro ptipravu referencnich vzork(. Validace byla
zaloZena na pokynech Evropské Iékové agentury, které jsou primdrné urceny pro xenobiotika,
z dlvodu absence ekvivalentnich pokynl pro validaci metod zamérenych na endogennich
latek. Uspésné validovand LC-MS/MS metoda pro stanoveni 15 lidskych zlu¢ovych kyselin byla
nasledné vyuZita v rdmci klinické studie zamérené na screening kohorty téhotnych pro ovéreni
moznosti detekce ICP. Zde se ukazalo, Ze metodou jsme schopni bezpecné rozlisit vzorky
pacientek, u kterych byla diagnostikovdna ICP, navic se ukdazalo, Ze metodu by bylo mozné
aplikovat i k terapeutickému monitorovani Iékovych hladin ursodiolu, lé¢iva pouzZivaného
k farmakoterapii ICP. Metoda byla téZ vyuZita ve dvou in vivo studiich provadénych

na zvirecich modelech.

Prvni studie se zabyvala vlivem deficience transportéru MRP2 u potkand na zhorseni
estrogeny indukované cholestazy. Studii byly prokdzany zvySené koncentrace Zlucovych
kyselin v plazmé soucasné se sniZzenou biliarni sekreci v pfipadé soucasné indukované
cholestazy a MRP2 deficience. MRP2 deficience je spojend s hyperbilirubinémii a v pfipadé
prokazani této diagndzy je doporuceno monitorovat také ZluCové kyseliny jako casného

markeru z divodu mozného rozvoje ICP.

Druhd studie se zabyvala moinym pozitivnim terapeutickym udcinkem podavani
metforminu v pfipadé rozvoje ICP u gravidnich pacientek. Asi nejdalezZitéjSim poznatkem
studie je vyznamné zvySeni plazmatickych koncentraci Zlu¢ovych kyselin po podani
metforminu pfi estrogeny indukované cholestaze. Vysledek studie ukazuje na nutnost zvysené
opatrnosti u gravidnich pacientek s gestacnim diabetem, |é¢enych metforminem, vzhledem

k moznym komplikacim v souvislosti s narusenim homeostdzy zZluéovych kyselin.
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