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Abstrakt

Zluéové kyseliny v lidském organismu pdsobi jako vyznamné
detergenty. Stale vice se ale ukazuje, Ze hraji i roli dllezitych signdlnich
molekul. Jednd se o pomérné heterogenni skupinu liSici se i svymi
metabolickymi Gcinky. Jejich zastoupeni v organismu je znacné
variabilni a silné ovlivnéno slozenim mikrobiomu. Vyznam jednotlivych
Zluovych kyselin neni dosud znamy tak dobie, abychom ho mohli
naplno vyuZit v klinické praxi. Z toho divodu se na vétsiné pracovist
jevi jako dostacujici stanoveni zlu¢ovych kyselin pomoci enzymatické
metody. Dalsi a spolehlivéjsi moznosti je stale vice se rozsifujici pouziti
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (LC-
MS/MS).

Cilem mé price bylo otestovat spolehlivost enzymatické metody,
zavést metodu ke stanoveni ZluCovych kyselin véetné méreni tak
netypickych jako jsou mikrobidlni konjugaty nebo keto- a isoderivaty.
Také otestovat pripravu vzorku na méreni markeru biosyntézy
Zlu€ovych kyselin 7a-hydroxy-4-cholesten-3-onu.

Témito metodami jsme zjistovali, jak se méni zastoupeni Zlucovych
kyselin u potkanl predavkovanych Zelezem. U tohoto modelu
geneticky podminénych poruch metabolismu Zeleza nebyl
metabolismus Zlu¢ovych kyselin do té doby zndm. K popsani interakce
mezi bakterii Eggerthella lenta a Zlu¢ovymi kyselinami jsme zase vyufzili
stanoveni atypickych Zlu¢ovych kyselin zejména jejich ketoderivata.
Nakonec nds zajimal potencial Zlucovych kyselin v diagnostice. A jak
jsme zjistili, kyselina taurochenodeoxycholova by se mohla slouzit jako
spolehlivy marker klinicky vyznamné portalni hypertenze.



1. Uvod
1.1 Struktura zluéovych kyselin

Zludové kyseliny se skladaji z jadra a postranniho Fetézce, jadro tvofi
jeden cyklopentanovy a tfi cyklohexanové kruhy, postranni fetézec je
pak tvofen alifatickym uhlovodikem s karboxylovou skupinou (Obrézek
1). Jednotlivé ZluCové kyseliny se mohou lisit jak délkou postranniho
fetézce, tak substituenty na ném i na jadfe (Hofmann & Roda, 1984).
VSechny ZluGové kyseliny vSak obsahuji hydroxylovou skupinu na C3 v
pozici a, na rozdil od cholesterolu, ktery ji ma v pozici B. U lidi se

kyselina R1 R2 R3
o] AlloCA* allocholova 7a 12a
24 CA cholova 7o 12a
CDCA | chenodeoxycholova 7o
OH DCA deoxycholova 12a
HCA hyocholova 6a Ta
HDCA hyodeoxycholova 6a
LCA lithocholovéa
MDCA murideoxycholova 6B
UDCA ursodeoxycholova Ta
a-MCA a-muricholova 6B 7o
B-MCA B-muricholova 6B 7a
w-MCA w-muricholovd 6a 7o

Obrazek 1. Struktura Zlucové kyseliny. Tabulka popisuje pozici hydroxylovych skupin pro jednotlivé
Zlucoveé kyseliny. V pozicich, které jsou volné je na prislusny uhlik navazan vodik, pro prfehlednost
Je vsak neuvadim. Dale v textu pouzivam vySe uvedené zKratky, v pfipadé konjugace (viz dale)
pouzivam pred zkratkou Zlucové Kyseliny G pro glycin a T pro taurin.

*Na obrazku je znazornéna konformace cis. Pfedpona allo se pouZiva pro Zlu¢ové kyseliny v pozici

trans.

postranni fetézec neméni, lidské Zlu¢ové kyseliny tvofi vzdy 24 uhlikata
kostra. LiSit se mohou tedy konjugaci na postrannim fetézci (viz dale) a
poctem hydroxylovych skupin (Hofmann et al., 2010). Majoritnimi
lidskymi Zlu¢ovymi kyselinami jsou kyselina cholova (CA), kyselina
chenodeoxcholova (CDCA), kyselina deoxcholova (DCA) a kyselina
lithocholova (LCA). Strukturu téchto (i dalSich ZluCovych kyselin
pouZitych v na8i praci) znazorfiuje (Obrazek 1)
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Pokud se podivame na stereochemii molekuly, kruhy A a B mohou
zaujimat jak pozici cis, tak trans, coz je dano postavenim vodiku na C5.
VétSina v pfirodé se vyskytujicich Zlu€ovych kyselin zaujima pozici cis.
Pro ZluCové kyseliny s kruhy A/B v pozici trans byla zavedena
predpona allo (Fieser & Fieser, 1959; Hofmann & Hagey, 2014).

1.2 Fyzikdlné-chemické vlastnosti zlu€ovych kyselin

Zludové kyseliny jsou planarni amfipatické molekuly. Skladaji se
z hydrofobni (steroidni jadro) a hydrofilni (hydroxylové a karboxylové
skupiny) €asti (Hofmann, 2009) (Obrazek 2). Obecné je rozpustnost
pfirozené se vyskytujicich C24 Zlu€ovych kyselin ve vodé velmi mala,
pro zakladni lidské Zlu€ové kyseliny se pohybuje od 0,05 pmol/l (LCA)
pres 28 umol/l (CDCA a DCA) po 273 umol/l (CA) (Roda & Fini, 1984).
H Vroztoku se mohou ZluCové
v kyseliny vyskytovat v protonované
d formé&, zaroven jako slabé kyseliny
v roztoku CasteCné disociuji a tvofi
r solizejména s kationty vapniku nebo
7 OH :' sodiku (Hofmann & Mysels, 1992).
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Pokud  koncentrace  ZluCovych
kyselin dosahne tzv.  kritické
micelarni  koncentrace,  anionty
Zluovych kyselin se samovolné
spojuji a tvofi agregaty obsahujici od
4 do 40 molekul (Cabral, 1989).
Hodnota kritické micelarni
koncentrace se odviji zejména od
poctu hydroxylovych skupin
Zlu€ovych kyselin, ale i jejich pozice
a orientace, dale se meéni
s pritomnosti dalSich lipofilnich latek
a pritomnosti kationtd i jejich
koncentraci (Hofmann & Mysels, 1992). Napfiklad v séru se ZluCové
kyseliny vyskytuji pod svou micelarni koncentraci, shlukuji se pak s
polarnimi lipidy a tvofi micely slozené (Hofmann, 2009; Natalini et al.,
2014; Tamesue & Juniper, 1967). Pfedpoklada se, ze ve Zlu¢i se
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Obrazek 2: Uspordddni molekuly
kyseliny cholové. [Upraveno



Zlu€oveé kyseliny vyskytuji ve vSech formach, tedy ve formé& monomerd,
jednoduchych i slozenych micel (Hofmann & Hagey, 2014).

1.3 Biosyntéza zluc¢ovych kyselin

Na syntéze ZluCovych kyselin se podili pfes 17 enzymu, které jsou
lokalizovany v cytosolu, endoplasmatickém retikulu, mitochondriich a
peroxisomech. U lidi probiha zejména dvéma drahami prvni nazyvame
klasickou (téz neutralni), druhou pak alternativni (kyselou) (Russell,
2003; Vaz & Ferdinandusse, 2017). Zludové kyseliny vzniklé
biosyntézou nazyvame jako primarni. Klasickou cestou vznika zejména
kyselina cholova, na konci té alternativni je pak kyselina
chenodeoxycholova. U obou téchto drah je vychozi molekulou
cholesterol, dochazi he zkraceni postranniho fetézce, oxidaci na
karboxylovou kyselinu, zméné pozice 33 hydroxylové skupiny na 3a a
hydroxylace C7, pfipadné C12 (Chiang, 1998; Vaz & Ferdinandusse,
2017).

Kazdy den se v jatrech pfeméni na ZluCové kyseliny asi 500 mg
cholesterolu (Russell, 2003). Kromé toho byly popsany dvé dalSi drahy,
nazyvaji se Yamasakiho a 25-hydroxylac¢ni. Tyto drahy sdileji vétSinu
reakci i enzym( s drahami uvedenymi vySe, kombinuji reakce téchto
dvou drah ¢i jejich pofadi (vice (Duane et al., 1988; Setchell et al.,
1988).

U vSech vySe uvedenych drah neni dodnes znam presny pocet
meziproduktd, vSechny enzymy ani lokalizace vSech reakci (Sarenac &
Mikov, 2018).

1.4 Biotransformace zlu€ovych kyselin

K biotransformaci Zlu¢ovych kyselin dochazi jak endogenné v jatrech,
tak c&innosti stfevnich bakterii. Endogenni modifikace zlepSuji
detergentni vlastnosti Zlu¢ovych kyselin (konjugace) €i usnadnuji jejich
vylu€ovani z organismu (sulfatace, glukuronidace). Bakterie zase
Zluové kyseliny modifikuji s cilem sniZit jejich toxicitu, slouZzi jim jako
akceptor elektronl ¢i zdroj aminokyselin (Hofmann & Hagey, 2014;
Pedersen et al., 2022; Philipp, 2011).



1.41 Konjugace

Konjugaci se v pfipadé Zlu€ovych rozumi N-acyl amidace. Jedna se o ll.
fazi biotransformace, pfi které dochazi ke vzniku kovalentni vazby mezi
karboxylovou skupinou Zlu€ové kyseliny a glycinem nebo taurinem
(Hofmann & Hagey, 2014). Konjugace ZluCovych kyselin s témito
aminokyselinami snizuje jejich pKa. Nekojugované ZluCové kyseliny
jsou tak nejslabsi kyselinou (pKa= 5), nasleduji glykokonjugaty (pKa= 4)
a nakonec taurokonjugaty (pKa= 2) (Fini & Roda, 1987). V lumen
tenkého stfeva se uvadi pH kolem 6,5 To znamena, ze
nekonjugované Kkyseliny nejhlife disociuji a jsou tedy nejméné
rozpustné ve vodé (Hofmann, 1963). Proces konjugace probiha jak v
hepatocytech, tak v cholangiocytech, nicméné konjugace v
hepatocytech vyrazné prevazuje (Hylemon et al.,, 1990). Kli¢ovym
enzymem je Bile acid-CoA:amino-acid N-acyltransferase (BAAT, EC:
2.3.1.65). Ta je lokalizovana v peroxisomech i cytosolu, podle
poslednich praci ke konjugaci v8ak dochazi pouze v peroxisomech, a to
jak téch nové vzniklych, tak téch pfichazejicich portalni zilou (Styles et
al., 2007), (Rembacz et al., 2010). Konjugace probiha ve dvou
z&kladnich krocich, v prvnim dochazi ke vzniku thioesteru, ve druhém je
pfipojen taurin nebo glycin.

BAAT na zlu€ové kyseliny pfenasi vyhradné taurin nebo glycin, a tak
jsou u vyssich obratlovcll i pfes variabilitu aminokyselin syntetizovany
vyhradné glyko nebo taurokonjugaty. In vitro experimenty ukazuji, Ze
BAAT uprednostnuje konjugaci s taurinem. Tomu odpovida i fakt, ze
taurokonjugaty u vétSiny vysSich obratloved dominuji (Killenberg &
Jordan, 1978). V ZivoCidné fiSi existuje v8ak nékolik vyjimek, kde
pfevaZzuji glykokonjugaty, mezi né patfi i homo sapiens. U lidi se pomér
glyko : tauro konjugatim standardné uvadi asi 3:1. Tento pomeér je vSak
znaéné zavisly na dostupnosti taurinu, pfi jeho podavani se podil
taurokonjugattl dramaticky zvySuje (Sjovall, 1959). Naopak vySSi
pomér se poji s vegetarianskou/veganskou stravou, coz je dano
nedostatkem taurinu (Hardison, 1978; Trefflich et al., 2020).



1.4.2 Bakterialni transformace

PFi prachodu travicim ftraktem podléhaji ZluCové kyseliny Fadé
chemickych modifikaci, jako je dekonjugace, dehydroxylace, oxidace,
epimerace a rekonjugace. Ke viem témto modifikacim dochazi &innosti
bakterialnich enzym(i (Pedersen et al., 2022). Transformaci Zlu€ovych
kyselin se bakterie brani pfed jejich toxickym pUsobenim. Se zvysujici
se koncentraci zluCovych kyselin dochazi u bakterii k solubilizaci
membran, disociaci integralnich membranovych proteind a unikani
obsahu z bunék (Dunne et al., 2001; Kumar et al., 2006; Ridlon et al.,
2016).

Pro bakterie ZluCové kyseliny zaroven slouzi jako akceptor elektron(
vzniklych fermentaci i zdroj aminokyselin (Philipp, 2011).
NejdllezitéjSimi bakterialnimi transformcemi jsou dekonjugace,
dehydroxylace, epimerace a mozna rekonjugace.

1.5 Enterohepatalni obéh

Konjugované ZluCové kyseliny jsou pFenaseny pfes kanalikularni
membranu hepatocytu aktivné transportérem BSEP (Bile Salt Export
Pump, TCDB: 3.A.1.201.2). Na této membrané se sice nachazeji i dalsi
transportéry schopné prenaset zluCové kyseliny (MRP2, MDR1 a
BCRP), ale pfedpoklada se, Ze fyziologicky nehraji v transportu
ZluCovych kyselin vyznamnou roli. Dokazou vSak obstarat transport



v pfipadé BSEP
deficience (Akita et al., 2001).
Zlugové kyseliny se dostavaji do
Zlute a jsou Kkoncentrovany
ve Zluéniku. Kontrakci Zluéniku
se pak dostavaji do duodena. V
celém tenkém stfevé pusobi
jako  detergenty, podporuji
solubilizaci, traveni a
vstfebavani lipidd a vitamind
rozpustnych v tucich. Vysoké
koncentrace ZluCovych kyselin
nalézame v duodenu, jejunu a
proximalnim ileu, pravé zde totiz
dochazi k traveni a absorbci
tukd (Ridlon et al., 2006). Az 90
%  ZluCovych  kyselin je
vstfebano v konjugované formé
obéhu Zlu¢ovych kyselin. PouZity obrazek v distalni Casti '_lea (HOfmann’
(Servier Medical Art, Servier, licence ~ 1999). Dale je zapotfebi
Creative Commons Attribution 3.0), ~ aktivniho  transportu,  vstup
upraven z (Hylemon et al., 2009) Zluovych kyselin do enterocytl
je zprostfedkovan transportnim
proteinem ASBT (Apical sodium-dependent bile acid transporter,
TCDB: 2.A.28.1.2) (Wong et al., 1994). Tento transportér pfesouva
konjugované Zlu€ové kyseliny z lumen tenkého stfeva pres apikalni
membranu. Dale jsou zZluCové Kkyseliny transportovany pres
basolateralni membranu do portalniho ob&hu pomoci transportniho
proteinu  OSTa, OSTp (Organic solute ftransporter a a @,
TCDB: 2.A.82.1.1) (Dawson et al., 2009).
Portalnim Fecistém jsou odvadény jak konjugované zluové kyseliny,
tak nekonjugované ZluCové kyseliny vstfebané pasivnim transportem z
tlustého stfeva. V8echny Zlu€ové kyseliny jsou ug€inné vychytany
hepatocyty. Predpoklada se, ZzZe vétSina ZluCovych Kkyselin je
transportovana prostfednictvim NTCP (Na+-taurocholate
cotransporting polypeptide, TCDB: 2.A.28.1.9). Na basolateralni
membrané se vyskytuje cela fada dalSich transportérd schopnych
prenaset zluCové kyseliny, patfi sem napfiklad OATP1A2, OATP1B1,
OATP1B3 nebo OATP1C1 (TCDB: 2.A.60.1.14, 2.A.60.1.5,
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2.A.60.1.12, 2.A.60.1.15). Jejich vyznam v transportu Zlu€ovych kyselin
vSak neni zcela znam (Hofmann & Hagey, 2014). Fyziologicky jsou
prednostné vychytavany konjugaty kyseliny cholové. Polo¢as jakékoliv
plasmatické Zlu€ové kyseliny je vS8ak mensi nez 5 minut (Dawson et al.,
2009). Schéma enterohepalniho obéhu znazorfiuje Obrazek 3.

1.6 Metody stanoveni zlu€ovych kyselin

Za vubec prvni popsané stanoveni se povazuje dikaz kyseliny cholové
sacharézou v koncentrované kyseliné sirové. Reakci popsal v roce
1844 Max von Pettenkoffer (Pettenkofer, 1844). ZluSové kyseliny zde
davaji rizové zbarveni, a tak je na pocatku dvacatého stoleti vidét
snaha tuto reakci vyuzit a méfit je kolorimetricky. To v8ak narazi na
fadu interferenci v analyzovanych matricich, jako jsou krev azlu¢
(Aldrich, 1928). Zluové kyseliny jsou pomérn& heterogenni
skupinou, a tak se velice zahy ukazuje, Ze pravé separace z matrice
bude minimalné stejné sloZitym ukolem jako jejich stanoveni. To zménil
az rozvoj chromatografickych metod.

1.6.1 Chromatografické metody

Prvni, kdo pouzil chromatografii k analyze Zlu€ovych kyselin, byl Jan
Sjovall, ktery separoval 9 nekonjugovanych ZzluCovych kyselin
kapalinovou rozdélovaci chromatografii na reverzni fazi (Sjovall, 1953).
V 60. letech zacCala byt chromatografie na tenké vrstvé (TLC) Siroce
dostupna diky komeréni vyrobé adsorbentd napf. oxidu hlinitého nebo
kyseliny ortokfemicité. V pfipadé Zlu¢ovych kyselin nasla TLC Siroké
uplatnéni jako semikvantitatvni metoda pfi separaci jednotlivych skupin
konjugatt i jednotlivych Zlu€ovych kyselin (Hofmann, 1961; Hofmann &
Hagey, 2014). Do dnesniho dne byla samozfejmé popsana fada
modifikaci. Za zlaty standard se povazuje separace na silikagelu s
mobilni fazi n-hexan/ethyl-acetat/methanol/kyselina octova v poméru
20:20:5:2 s detekci kyselinou sirovou nebo fosfomolybdenovou (Pyka,
2008). TLC vsSak pozdéji zacaly vytlaCovat jiné chromatografické
metody s vysSi ucinnosti a mensi naroCnosti na mnozstvi materialu. |
dnes ma v8ak tato metoda své misto zejména pro rychlou orientaci.



1.6.1.1  Kapalinova chromatografie

HPLC (high-performance liquid chromatography; vysokoucinna
kapalinova chromatografie) byla vyvinuta v 70. letech a velmi zahy byla
pouzita k analyze Zlu€ovych kyselin. Nevyhodou byl tehdy pouzivany
UV detektor, konjugované ZluGové kyseliny Ize detekovat pfi 205 nm
(absorpéni maximum amidové vazby). Nekojugované a sulfatované
ZluCové kyseliny vSak takto detekovat nelze. Nevyhodou jsou i vysoké
pozadavky na mnozstvi vzorku (Linnet et al., 1984). Dnes se nejCastéji
pouziva chromatografie na reverzni fazi (Griffiths & Sjovall, 2010). Pro
kompletni analyzu profilu zlu€ovych kyselin je v sou€asné dobé jedinou
moznou metodou spojeni kapalinové chromatografie s tandemovych
hmotnostnim detektorem (Hofmann & Hagey, 2014). LC-MS/MS je pro
analyzu Zlu€ovych kyselin relativné citliva, nenarona na mnozstvi
materialu i extrakci, coz umozfiuje méfit zlucové kyseliny v rGznych
matricich jako je sérum, Zlug i jaterni tkan. V tomto usporadani Ize méfit
konjugované, nekonjugované, sulfatované i glukuronidované Zlucové
kyseliny (Yang et al., 2017). Pro vSechny tyto vyhody, spolu se
zvétsujici se dostupnosti pfistrojového vybaveni, za¢ina LC-MS/MS
vytlacovat ostatni metody analyzy Zlu€ovych kyselin.

1.6.2 Enzymatické stanoveni

Tuto metodu popsal jako prvni Iwata (lwata & Yamasaki, 1964), ktery
vyuZil 3a-hydroxysteroiddehydrogenasy (EC 1.1.1.50) izolované z
Comamonas testosteroni (dfive Pseudomonas testosteroni). Tento
enzym oxiduje 3a-hydroxyskupinu ZluCovych kyselin a je NAD*
dependentni, dochazi tedy k redukci na NADH*. To je pak méfeno bud
pfimo v UV spektru nebo nasleduji spfazené reakce, pfi kterych vznika
barevny produkt (Griffiths & Sjovall, 2010; Hofmann & Hagey, 2014).
Takovym méfenim ziskavame informaci nejen o celkové koncentraci
ZluGovych kyselin s 3a-hydroxyskupinou, ale i ostatnich 3a-
hydroxysteroidd. Téch jsou v séru nicméné za fyziologickych podminek
zanedbatelné koncentrace. Nevyhodou je, Zze se nedozvidame o profilu
ZluCovych kyselin, ale jen o jejich celkové sumé. Zaroven neméfi ty, u
kterych je 3a hydroxylova skupina modifikovana, napfiklad sulfataci
nebo glukuronidaci.
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2. Cile prace

K méfeni zluCovych kyselin se jako v souasné dobé nejpresnéjSi a
nejspolehlivéjsi jevi metoda LC-MS/MS, ta se pro vyzkumné ucely
pouziva nejCastéji. Pro svou jednoduchost a rychlost ma ale i své
zastoupeni enzymaticka metoda stanoveni celkovych Zlu€ovych
kyselin. Cilem mé prace bylo ovéfit, nakolik je tato metoda spolehliva
pro jednotlivé ZluCové kyseliny. Vzhledem k tomu o jak heterogenni
skupinu se jedna, jsme predpokladali, ze by se ucinnost pfemény 3a-
HSD mohla pro jednotlivé ZluCové kyseliny liSit. To by pak mohlo mit
vliv na spolehlivost metody u vzorki s odliSnym spekirem ¢&i u
experiment(l, kde zmény ve spektru zluCovych kyselin ocekavame.
Vysledky jsme popsali v publikaci Enzymatic methods may
underestimate the total serum bile acid concentration.

Kvdli pochybam o spolehlivosti enzymatické metody, jsem zavedla
metodu stanoveni ZluCovych kyselin na LC-MS/MS. Tuto metodu jsme
vyuZili k méfeni Zlu€ovych kyselin pfi pfetizeni Zelezem. Akumulace
Zeleza provazi celou fadu genetickych onemocnéni jako je hereditarni
hemochromatéza nebo B-talasémie. Vznika ale i sekundarné napfiklad
po opakovanych krevnich transfuzich. U takového pretizeni bylo
popsano, ze se méni metabolismus cholesterolu, jaky vliv to ma na
metabolismus Zlu€ovych kyselin vS§ak dosud popsano nebylo. My jsme
to popsali v praci Iron overload reduces synthesis and elimination of
bile acids in rat liver.

Stfevni bakterie modifikuji Zlu€ové kyseliny mnoha cestami a vytvafi
tim i selekéni tlak mezi sebou. Konkrétné bakterie Eggerthella lenta
zmirnuje toxické ucinky nékterych ZzluGovych kyselin pro ostatni
bakterie. Postihnout tyto zmény pomoci LC-MS/MS jsme se pokusili v
praci Eggerthella lenta DSM 2243 alleviates bile acid stress
response in Clostridium ramosum and Anaerostipes caccae by
transformation of bile acids. Nasi hypotézou bylo, ze Eggerthella
lenta pfeménuje tyto Zlu€ové kyseliny na jejich méné toxické varianty a
jejich identifikace byla pfedmétem naSi prace. Zaroven jsme chtéli
oveéfit, zda E. lenta disponuje enzymy schopnymi vytvafet amidovou
vazbu mezi ZluCovymi kyselinami a jinymi aminokyselinami, nez je
taurin nebo glycin. Jak se zmifuji v kapitole “"Daldi moZnosti
konjugace”, v roce 2020 bylo popsano, ze stfevni bakterie mohou tuto
amidovou vazbu tvofrit.
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Pro metabolismus Zlu€ovych kyselin je samozfejmé& kli€ova i jejich
biosyntéza. Jako marker jeji aktivity se pouziva jeden z meziproduktd
této drahy, a to 7-alpha-hydroxy-4-cholesten-3-on (C4). Pro jeho
méfeni na LC-MS/MS je potfeba jej nejprve izolovat ze séra. K tomu se
pouZziva fada metod, cilem nasi prace bylo popsané metody porovnat.
Tedy jak jsou dané metody schopny odstranit proteiny, fosfolipidy, s
jakou ucginnosti izoluji samotny C4, ale i jejich ¢asovou naro¢nost. To
jsme popsali v praci Comparison of simple extraction procedures in
liquid chromatography-mass spectrometry based determination
of serum 7alpha-hydroxy-4-cholesten-3-one, a surrogate marker
of bile acid synthesis.

Poslednim bodem mé disertani prace bylo vyuZiti Zlu¢ovych kyselin
jako klinického markeru. Konkrétné oveéfit hypotézu, zda by sérové
koncentrace ZzluCovych kyselin nemohly odrazet hodnoty portalniho
tlaku u nemocnych s cirhézou jater. Pfi portalni hypertenzi dochazi ke
vzniku porto-systémovych spojek. Proto nas zajimalo, zda pomér krve
obchazejici jatra by mohl odpovidat vysSi portalni hypertenze, s ohledem k
vysokému first-pass efektu Zlu€ovych kyselin. O tom pojednava prace
Serum concentration of taurochenodeoxycholic acid predicts
clinically significant portal hypertension.
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3. Diskuse

Ke stanoveni Zlu€ovych kyselin se pouziva fada metod, jednou z nich
je enzymaticka metoda. V literatufe, ktera tuto metodu pouziva, se
Casto objevuje tvrzeni, Zze enzymatickda metoda stanoveni
pravdépodobné neni stejné ucinna pro vdechny Zlu€ové kyseliny. Tedy
Ze enzym 3a-hydroxysteroiddehydrogenasa nereaguje s jednotlivymi
ZluCovymi kyselinami se stejnou rychlosti (lwata & Yamasaki, 1964;
Mashige et al., 1981). Této problematice jsme se vénovali v praci
Enzymatic methods may underestimate the total serum bile acid
concentration (Zizalova et al., 2020). V té jsme popsali, Ze ucinnost
tohoto enzymu se opravdu znacné liSi od nejlépe reaguijici kyseliny
glykocholové po nejhufe reagujici a-muricholovou, kterou enzym
pfeméni jen pétinu za stejnou €asovou jednotku oproti GCDCA. NaSe
zZjisténi jsou v souladu s dfive publikovanymi daty pro hlavni lidské
Zluové kyseliny CA > CDCA > DCA > LCA (Engert & Turner, 1973).

Z naSich dat dale vyplyva, Ze u jednotlivych Zlu€ovych kyselin se [iSi
zejména rychlost reakce katalyzovana 3a-
hydroxysteroiddehydrogenasou. S prodlouzenim ¢asu reakce se rozdil
mezi GCA a a-MCA zmenSuje, nicméné nikdy se zcela nevyrovna.
Enzymatickd metoda stanoveni ZluCovych je hojné vyuzZivanou
metodou, jedna se o metodu rychlou, jednoduchou a nenaro¢nou na
vybaveni. Ve svétle t&chto odliSnosti je vSak jasné, Ze se musi liSit
vysledky podle toho na jakou Zlu€ovou kyselinu je kalibrujeme. Tim se
zabyvali ve své praci Danese a spolupracovnici (Danese et al., 2017).
Zde mérili stejné vzorky tfemi riznymi komercnimi kity a LC-MS jako
referenéni metodou. Vysledky se ve vSech tfech pfipadech
signifikantné liSi. Vyrobci vSak slozeni kalibratord nedeklaruiji.
Problematické mohou byt rovnéz vzorky, u kterych predpokladame
zmény ve spektru Zlu€ovych kyselin. Na mozné zkresleni vysledkid v
multicentrické klinické studii na pacientkach s intrahepatalni
cholestazou téhotnych (Hague et al., 2021) poukazuje Lenicek
(Lenicek, 2021). Ve studii porovnavali pacientky po podani UDCA nebo
rifampicinu se zdravymi kontrolami. V pfipadé obou téchto terapii
dochazi ke dramatické zméné spektra ZluCovych kyselin, a ziskavame
tak pravdépodobné podhodnocené vysledky.

| pfes své nedostatky je v klinické praxi enzymaticka metoda stanoveni
Zlu€ovych kyselin vétSinou dostadujici. Méli bychom si vSak byt jejich
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limitd védomi. Zaroven se z téchto divodu nezda pfili§ vhodnou pro
vyzkumné ucely.

Pro naSe uUcely dalSi ucely se vhodnégjsi zdala metoda LC-MS/MS. V
pfipadé této analyzy bylo nutné zvolit vhodnou preanalytickou
pfipravu. Kromé& jiného jsme potfebovali otestovat extrakci 7-alpha-
hydroxy-4-cholesten-3-onu (C4) ze séra. C4 je jednim z meziproduktd
biosyntézy ZluCovych kyselin a pouzivd se jako jeji marker
(Freudenberg et al., 2013; Lyutakov et al., 2021). K porovnani jsme
vybrali 4 metody popsané v literatufe a vysledky sepsali do prace
Comparison of simple extraction procedures in liquid
chromatography—mass spectrometry based determination of
serum 7a-hydroxy-4-cholesten-3-one, a surrogate marker of bile
acid synthesis (Lenicek et al., 2016). V publikaci jsme porovnavali
schopnost deproteinace, odsoleni, odstranéni fosfolipidl, pfesnost,
opakovatelnost a €asovou naro¢nost. VSechny 4 metody dosahuji
prijatelnych vysledk(i ve vSech téchto parametrech, variaéni koeficient
pod 10 %, opakovatelnost mezi 88 a 97 %, nepfitomnost fosfolipidu a
zbytkovy protein maximalné 1 %. Metody se ale li8i ve schopnosti
odsoleni a jsou riizné €asové naroc¢né. Z hlediska odsoleni dosahuje
zdaleka nejlepsich  vysledku metoda s pouzitim  smési
chloroform/methanol. NejrychlejSi je metoda vyuzivajici k vysrazeni
proteint acetonitril. Pravé tuto metodu jsme se rozhodli pouzivat i pro
extrakci C4 i zluCovych kyselin pfi méfeni na LC-MS. To, Ze je na to
tato metoda vhodna popisuji ve své praci i Tagliacozzi a
spolupracovnici (Tagliacozzi et al., 2003). Extrakce acetonitrilem se
Casto pouziva ve spojeni s SPE (solid phase extraction) pfi analyze
fady hydrofobnich latek, napfiklad steroidu (Wang et al., 2019) nebo
perfluorovanych slou€enin (Yeung et al., 2009). Zafazenim SPE
ziskavame CistSi vzorek, ale v komplexnéjSich analyzach mizeme o
nékteré analyty pfichazet. Zaroven tim samoziejmé prodluzujeme dobu
analyzy (Gosetti et al., 2013). Dle naSich zjisténi ziskavame extrakci
acetonitrilem dostateCné d&isty vzorek pro LC-MS analyzu. A Fada
publikaci, ve kterych SPE krok vynechavaiji, to potvrzuje (Janzen et al.,
2011; Thomas et al., 2010; Yang et al., 2017).

Zlugové kyseliny byly dlouha léta povaZovany za pouhé detergenty, az s
rozvojem molekuldrné genetickych metod bylo objeveno, Ze ovlivAuji
celou fadu nuklearnich receptord. Tim vyznamné ovliviuji
metabolismus, a naopak fada latek ma vliv na jejich expresi i
vyluéovani (Vitek & Haluzik, 2016). My jsme se v publikaci Iron
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overload reduces synthesis and elimination of bile acids in rat
liver (Prasnicka et al., 2019) zabyvali zménou v obratu Zlu¢ovych
kyselin u potkanl pfi nadmérném podavani Zeleza. Jak jsme zjistili, u
téchto potkanu dochazi pravdépodobné k redukci biosyntézy Zlu€ovych
kyselin. Pfedavkovani zelezem vede v jatrech k signifikantnimu snizeni
koncentraci témér vSech méfenych zlu€ovych kyselin s vyjimkou GCA. V
plasmé& se v8ak neméni spektrum ani koncentrace méfenych
ZluCovych kyselin. NaSe data tedy ukazuji, Ze pfedavkovani Zelezem
vede u potkanu spiSe k potlaceni syntézy Zlu€ovych kyselin a zaroven
ke zvySeni celkového cholesterolu v krevni plasmé. Tomu odpovidaji i
snizené exprese enzyml CYP7A1 i CYP8B1, klicovych enzymi
biosyntézy Zlu€ovych kyselin. Blokada této drahy v organismu
zpusobuje vySSi koncentrace cholesterolu (Heubi et al., 2007).V
plasmé téchto potkanl je cholesterol skute¢né signifikantné zvyseny.
Spoluautofi nicméné zméfili, Ze vysoké davky Zeleza maiji vliv i na
expresi celé fady transportéri asociovanych se zlu¢ovymi kyselinami.
Jejich zmény odpovidaji zménam v expresi pfi cholestazach, nejblize
pak obstrukéni cholestaze (s vyjimkou BSEP, ktery se neméni) (Geier et
al., 2007).

V takovém pfipadé bychom vSak ocekavali zvySené koncentrace
Zlu€ovych kyselin v jatrech pfipadné v séru (Arab et al., 2017), nase
zjisténi jsou v8ak zcela opalna. Stejné tak jako pfi cholestazach
dochazi i zde k vyraznému zvySeni exprese HMG-CoA reduktasy (asi
2,5x), kliCového enzymu v biosyntéze cholesterolu (Chisholm et al.,
1999; Kattermann & Creutzfeldt, 1970). Pfedavkovani Zelezem i
cholestdaza maji jednoho spole€ného jmenovatele, a tim je oxidaéni
stres (Copple et al., 2010; Philippe et al., 2007). To ostatné potvrzuje i
nase prace, ve které jsme pozorovali zvySené koncentrace glutationu i
jeho oxidované formy u potkan s vysokym pfijmem Zeleza.
Hypercholesterolémie je v souvislosti s vysokymi koncentracemi
Zeleza Casto zmifiovana. Vztah téchto dvou molekul je vSak spise
nejasny. (Herbert, 1994; Sullivan, 1996). Casto je diskutovan v
souvislosti s neurodegerativnimi  onemocnénimi,  které jsou
spojovany s hypercholestrolémii, oxidaénim stresem i vySSimi
koncentracemi Zeleza v mozku (Ong & Halliwell, 2004). Souhrnné Ize
fict, ze vysoké davky zZeleza u potkanl zplsobi blokadu syntézy
Zlu€ovych kyselin, coz vede k narustu koncentraci cholesterolu. Zda
vysoké koncentrace cholesterolu zplsobuji dalsi oxidaéni stres ¢i
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oxidaéni stres zplGsobeny vysokymi davkami zeleza zvySuje
koncentrace cholesterolu je vSak otazku dalSiho vyzkumu.

Zludové kyseliny vyrazné ovliviuji stfevni mikrobiom a naopak jsou jim
vyznamné ovliviiovany (Collins et al., 2022). Jeho soucasti je i
Eggerthella lenta, tato anaerobni grampozitivni bakterie se bézZné
vyskytuje v travicim traktu Clovéka (Eggerth, 1935). Disponuje celou
fadou enzymi modifikujici Zlu¢ové kyseliny (Hirano & Masuda, 1981).
Jak bylo popséno dfive, kokultivace s touto bakterii poskytuje vyhodu i
dalSim bakteriim (Edenharder & Schneider, 1985). Jak naznacuje nase
prace Eggerthella lenta DSM 2243 alleviates bile acid stress
response in Clostridium ramosum and Anaerostipes caccae by
transformation of bile acids (Pedersen et al., 2022), E. lenta by
mohla ovliviiovat rist dalSich bakterii cestou zmén ve spektru
ZluGovych kyselin. Jak bylo zjisténo, stres zplsobeny vysokymi
koncentracemi DCA inhibuje rast 4 bakterii, a sice B. longum, B.
producta, C. butyricum and C. ramosum, nicméné kokultivace s E. lenta
tento stres zmirfiuje. Reakce bakterii na tento stres se daji ¢astecné
pfedvidat. Jak je uvedeno v kapitole o bakteridlni transformaci,
gramnegativni bakterie (jako je E. coli) disponuji mechanismem, ktery je
chrani proti detergentnimu pusobeni Zlu¢ovych kyselin (Ridlon et al.,
2016). My se blize zaméfili na 3 bakteridlni druhy a sice E. coli (nizka
stresova reakce), A. caccae (stfedni reakce) a C. ramosum (vysoka
mira stresu). Spoluautofi ur€ovali miru stresu pomoci zeta potencialu,
ktery méfi zmény v permeabilit€ membran (Ferreyra Maillard et al.,
2021).

Méfeni ukazalou C. ramosum zna¢né zvySenou permeabilitu membran v
pfipadé kultivace v médiu s DCA. Tento efekt vSak zcela mizi v
pfipadé kokultivace s E. lenta. Zajimalo nas, jakym mechanismem
toho tato bakterie dosahuje. Jednou z moZnosti by mohla byt
transformace ZzluCovych kyselin na jiné, méné toxické. Mé&fenim
ketoderivatli Zlu€ovych kyselin a isomerd Zlu€ovych kyselin jsme zjistili,
Ze pfi kokultivaci E. lenta a C. ramosum je vice neZ polovina DCA
transformovana na 7keto-LCA a DCA isomery. Ketoderivaty Zlu€ovych
kyselin maji vySSi kritickou micelarni koncentraci nez jejich
hydroxylované ¢i dehydroxylované varianty (Sewell et al., 1980). NizSi
schopnost tvofit micely by mohla mit za nasledek obtiZné&jsi prostup
bakterialni sténou, a tak vysvétlovat benefity kokultivace s E. lenta pro
C. ramosum. Stejna vlastnost a s tim i souvisejici nizsi toxicita byla
popséana u isoDCA (Devlin & Fischbach, 2015).
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Soucasné jsme testovali, kolik z vySe zminénych bakterialnich druhd je
schopnych konjugovat Zlu¢ové kyseliny, a vytvaret tak konjugaty nejen s
taurinem nebo glycinem, ale také s dalSimi aminokyselinami. Jak je
uvedeno v kapitole "DalSi moznosti amidace®, dlouho se myslelo, Ze v
lidském téle vznikaji  jen konjugaty s glycinem a
taurinem (Huijghebaert & Hofmann, 1986). Az s rozvojem citlivéjSich
analytickych metod (a jejich schopnosti méfit konjugaty Zlu€ovych
kyseliny) se zjistilo, Ze €innosti stfevniho mikrobiomu vznika cela fada
konjugatu s dalSimi aminokyselinami (Lucas et al., 2021). V nasi praci
jsme zjistili, ze vytvafet amidovou vazbu mezi kyselinou cholovou a
tyrosinem, phenylalaninem nebo leucinem dokaze vSech 8
zkoumanych bakterialnich druht (s vyjimkou TyrCA u C. ramosum a E.
coli). V pfipadé DCA je situace obdobna, jen jsme nenasli méfitelné
hodnoty u E. coli, C. butyricum, ani L. plantarum. V pfipadé kokultivace
vSech 8 bakterii s E. lenta jsme pozorovali spiSe pokles koncentrace
téchto konjugatd, nikoliv vS8ak signifikantni. Koncentrace téchto
konjugatl se pohybuji v rozmezi od 5 do 200 nmol/L, pravdépodobné
tedy nemaiji na sniZeni toxicity DCA vyrazny vliv.

V klinické praxi se stanoveni ZzluCovych kyselin u pacientd pfilis
nepouziva, v doporu€enich Ceské lékarské spolecnosti JEP figuruje
pouze k diagnostice intrahepatalni cholestazy t&hotnych (CGPS,
2017). Nejinak je to i v doporucenich Evropské asociace pro studium
jater (Archer et al., 2022). Pfitom diagnosticky potencial Zlu€ovych
kyselin se zda mnohem vétSi. Jako endogenni molekuly s vyraznym
first-pass efektem jsou silné ovliviiovany stavem jater (Aldini et al.,
1982), navic  jejich spektrum odrazi stav  stfevniho
mikrobiomu (Ramirez-Perez et al., 2017). Byla publikovana fada praci,
které navrhuji, jak je mozné zméfené koncentrace ZluCovych kyselin
vyuzit v diagnostice. ZvySené koncentrace ZluCovych kyselin v cirkulaci
jsou silné asociovany napfiklad s téZkym poskozenim jater, rakovinou
jater (Farhat et al., 2022) ¢&i cirh6zou (Mannes et al., 1986). Ve studii, na
které aktualné spolupracuji, zase pozorujeme potencial k odliSeni
NAFLD a NASH pomoci sérovych koncentraci sulfatované GCDCA. V
jiz publikované praciSerumconcentration of
taurochenodeoxycholic acid predicts clinically significant portal
hypertension (Zizalova et al., 2023) jsme chtéli ovéfit hypotézu, zda
by sérové koncentrace ZluCovych kyselin nemohly odrazet hodnoty
portalniho tlaku pravé z davodu first-pass efektu, ktery je pfi portalni
hypertenzi naruSeny vznikem portosystémovych spojek (Moller &
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Bendtsen, 2018). Pouzili jsme explorativni kohortu 21 pacientl, u
kterych jsme méli k dispozici jak portalni, tak periferni krev. V obou
téchto vzorcich jsme zméfili 23 ZluCovych kyselin na LC-MS/MS.
Porovnanim portalni a periferni krve jsme vsak zjistili, Ze v pfipadé
naSich pacientll je vstfebavani Zlu€ovych kyselin vazné naruseno a
koncentrace v portalni a periferni krvi se témér nelisi (jen asi 0 10 %). Za
fyziologickych podminek by rozdil mezi portalni a periferni krvi by mél
byt mezi 70 % a 90 % (LaRusso et al., 1978; Marin et al., 2015). V
pfipadé cirhézy se vSak nase zjisténi shoduiji s literaturou (Lindblad et
al., 1977).

Na explorativni kohorté jsme zaroven zjistili, ze s hodnotami portalnich
tlakG (HVPG) koreluji sérové koncentrace 2 Zlu€ovych kyselin, a to
GCDCA a TCDCA. Jako nejspolehlivéjsi se ukazala jejich schopnost
predikovat klinicky vyznamnou portaini hypertenzi. Za tu jsou
povazovany hodnoty vyssi nez 10 mm Hg (Garcia-Tsao, 2016).
Pozorovali jsme i dramatickou zménu v poméru CA a CDCA. Zatimco
fyziologicky se tyto dvé zluCové kyseliny vyskytuji v poméru 3:1 (Carey,
1958), u naSich pacientl nalézame pomér 1:3. Schopnost GCDCA a
TCDCA predikovat klinicky vyznamnou portalni hypertenzi jsme
nasledné ovéfili na validaéni kohorté 214 pacientl. Na té jsme potvrdili,
Ze obé tyto zluCové kyseliny jsou schopné odlisit portalni tlak nad 10
mm Hg s vysokou specifitou a senzitivitou. V dal8i fazi jsme ovéfovali,
zda by se prediktivni schopnost t&chto Zlu€ovych kyselin nedala zlepsit
pfidanim nékterého z markerl portalni hypertenze popsanych v
literatufe. Konkrétné sérovych koncentraci albuminu (Harjai et al.,
1995), kyseliny hyaluronové (Kropf et al., 1991), bilirubinu (Park et al.,
2009), pomeéru AST/ALT (Heart Protection Study Collaborative, 2002),
kreatininu (Garcia-Pagan et al., 2020), osteopontinu (Bruha et al.,
2016) a priméru sleziny (méfeného ultrasonograficky) (Gonzalez-
Ojeda et al., 2014). VSechny tyto parametry, s vyjimkou kreatininu,
koreluji s portalnim tlakem i u nasi validacni kohorty. Na zakladé
uvedenych) jsou sérové koncentrace TCDCA, AST/ALT a prdmér
sleziny. S pomoci téchto dat jsme se definovali vztah:

Primeér sleziny [mm] / 42 + 2,3 AST/ALT + 0,6 TCDCA = 6.

Hodnoty vy388i nebo rovno 6 predikuji klinicky vyznamnou portalni
hypertenzis 95 % senzitivitou a 76 % specificitou (AUROC 0,93 + 0,04).
Teoreticky bychom tak s timto modelem mohli z odebrané krve
diagnostikovat klinicky vyznamnou portalni hypertenzi namisto
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pouZivané katetrizace jaternich Zil (de Franchis & Baveno, 2015), coz
by odstranilo zdravotni rizika tohoto vySetieni a umoznilo intenzivnéjsi
sledovani pacientd s moznosti lépe reagovat na pfipadné zmény
zdravotniho stavu.

Intenzivné&jsi vyzkum v oblasti Zlu€ovych kyselin probiha az od 50. let
20.stoleti. Od té doby bylo zjisténo, ze ZluGové kyseliny v organismu
neplini jen svou detergentni funkci, ale vyraznym zplGsobem ovliviiuji
stfevni mikrobiom a cestou transkripénich faktor(i i Fadu metabolickych
pochodu. Zaroven dnes vime, Ze se jedna o pomérné heterogenni
skupinu, znacné se liSici svymi vlastnostmi a tim i plsobenim v
organismu (Hofmann & Hagey, 2014). Vyzkum v této oblasti vSak neni
zdaleka u konce, a ani to, co uz vime, jsme jesté nedokazali v
klinické praxi naplno vyuzit. Snad by se to mohlo povést s rozvojem
citlivych analytickych metod a jejich zavedeni do rutinni praxe.
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