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Abstrakt

Transplantace plic je zivot zachrafujici metodou 1€¢by pro pacienty trpicim plicnim
selhanim. Median pfeziti pacientl po tomto zédkroku je ovSem stale nizky (6 let). Hlavnim
divodem je predevsim plicni aloStépova dysfunkce, kterda mize vést az k odmitnuti
transplantované Stépu. Mezi hlavni rizikové faktory této dysfunkce byl identifikovan
gastroezofagealni reflux (n€které studie uvadi i duodenogastroezofagealni reflux), ktery

se prokazatelné zhorSuje prave po transplantaci plic.

Mezi markery gastroezofagealniho refluxu se muze tadit bilirubin, pepsinogen II
(ne€které studie uvadi pepsin), pH a Zlu¢ové kyseliny. VSechny tyto markery byly v této
praci stanoveny na skupin¢ vzorkl bronchoalveolarni lavaze a porovnavany mezi sebou
1 s klinickymi daji, které klasifikuji postupné zhorSeni funkce plic po transplantaci. Po
méteni vzorkt na LC-MS/MS bylo zjisténo, ze celkova koncentrace zlu¢ovych kyselin
méfenych enzymatickym testem neodpovidd celkové koncentraci zluCovych kyselin
meéfenych kapalinovou chromatografii. Vzorky byly podrobeny hydrolyze a solvolyze pro
zjisténi, zda neni disproporce v obou metodach zplisobena atypickou konjugovanou ¢i

sulfatovanou zlu¢ovou kyselinou.

Byly zjistény vyznamné korelace mezi klinickymi udaji a koncentraci zlu¢ovych
kyselin a také mezi klinickymi udaji a pH. Necilenou analyzou jsme ve vzorcich
bronchoalveolarnich lavazi nalezli 3 ionty, které potencidlné tvoii jejich majoritni slozku.
Podle jejich velikosti se vSak pravdépodobné o Zlucové kyseliny nejednd. Vzhledem
k vysledkim  hydrolyzy, jsme na LC-MS/MS métili  konjugaty kyseliny

chenodeoxycholové s jednotlivymi aminokyselinami.

Klicova slova: Zlucové kyseliny, bronchoalveolarni lavdz, enzymaticky test,

LC-MS/MS, hydrolyza, solvolyza.



Abstract

Lung transplantation is a life-saving treatment for patients suffering from lung failure.
However, the median survival of patients after this procedure is still low (6 years). The
main reason is mainly due to chronic lung allograft dysfunction, which can lead to graft
rejection. Gastroesophageal reflux has been identified as a major risk factor for this
dysfunction (some studies also report duodenogastroesophageal reflux), which has been

shown to worsen after lung transplantation.

Markers of gastroesophageal reflux may include bilirubin, pepsinogen II (some studies
report pepsin), pH and bile acids. In this study, all these markers were determined in a
cohort of bronchoalveolar lavage samples and compared with each other and with clinical
data that classify progressive deterioration of lung function after transplantation. After
measuring the samples by LC-MS/MS, it was found that the total bile acid concentration
measured by the enzymatic assay did not match the total bile acid concentration measured
by liquid chromatography. The samples were subjected to hydrolysis and solvolysis to
determine whether the disproportionation in the two methods was due to atypical

conjugated or sulphated bile acids.

Significant correlations were found between clinical data and bile acid concentrations
and between clinical data and pH. By nontargeted analysis, we found 3 ions in
bronchoalveolar lavage samples that potentially constitute the majority component of the
ions. However, based on their size, they are probably not bile acids. Considering the
hydrolysis results, we measured the conjugates of chenodeoxycholic acid with individual

amino acids on LC-MS/MS.

Key words: bile acids, bronchoalveolar lavage, enzymatic test, LC-MS/MS, hydrolysis,

solvolysis.
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Seznam zkratek

3a-HSD
AlloCA

APCI

BAL
BHT

BOS

C18
CA
CDCA

CLAD

CMC

D4-CA

D4+-CDCA

DAPPZ

DCA

DGER

DMT-MM

3a-hydroxysteroid dehydrogenaza

kyselina allocholova

chemickad ionizace za atmosférického tlaku

(z anglického Atmospheric pressure chemical ionization)
bronchoalveolarni lavaz

2,6-di-terc-butyl-4-methyl fenol

syndrom bronchiolity obliterans

(z anglického Bronciolitis Obliterans Syndrome)
oktadecylova stacionarni faze

kyselina cholova

kyselina chenodeoxycholova

chronicka plicni alostépova dysfunkce

(z anglického Chronic Lung Allograft Dysfunction)
kritickd micelarni koncentrace

(z anglického Critical Micellization Concentration)
deuteriem znacena kyselina cholova

deuteriem znacena kyselina chenodeoxycholova
1-[(4-dimethylaminofenyl)karbonyl]piperazin
kyselina deoxycholova

(z anglického Deoxycholic Acid)
duodenogastroezofagealni reflux

(z anglického Duodenodastroesophageal Reflux)

4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorfolinium
chlorid



ECD

ELISA

ESI

FAB

FEVI1

FID

FTICR

FXR

GC

GCA

GCDCA

GDCA

GERD

GLCA

GUDCA

HCA

detekce elektronového zachytu

(z anglického Electron Capture Detection)
enzymaticky imunosorbentni test

(z anglického Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)
elektrosprejova ionizace

(z anglického Electrospray ionization)

ionizace bombardovanim rychlymi atomy

(z anglického Fast Atom Bombardment)

nuceny expiracni objem za 1 sekundu

(z anglického Forced Expiratory Volume in 1 Second)
plamenova ioniza¢ni detekce

(z anglického Flame lonization Detection)

iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
(z anglického Fourier-Transform lon Cyclotron Resonance)
farnesoidni X receptor

plynova chromatografie

(z anglického Gas Chromatography)

kyselina glykocholova

kyselina glykochenodeoxycholova

kyselina glykodeoxycholova

gastroezofagealni refluxni choroba

(z anglického Gastroesophageal Reflux Diseace)
kyselina glykolitocholova

kyselina glykoursodeoxycholova

kyselina hyocholova



HDCA

HPLC

HPLC-MS/MS

ICso

icELISA

IPF

IT

IT-TOF

LABW

LC-MS

LCA

LIF

LLOQ

LOQ

MCA

kyselina hyodeoxycholova
vysokoucinna kapalinova chromatografie
(z anglického High Performance Liquid Chromatography)

vysokoucinnd kapalinova chromatografie s tandemovou

hmotnostni detekci
koncentrace inhibitoru, ktery zplisobi 50% inhibici enzymu
nepfimy kompetitivni enzymovy imunosrobentni test

(z anglického Indirect Competitive Enzyme-Linked Immuno

Sorbent Assay)

idiopaticka plicni fibroza

(z anglického Idiopathic Pulmonary Fibrosis)
iontova past

(z anglického lon Trap)

spojeni iontové pasti a analyzatoru doby letu
vyplach velkych dychacich cest

(z anglického Large Airway Bronchial Wash)
kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
kyselina litocholova

laserem indukovand fluorescen¢ni detekce

(z anglického Laser Induced Fluorescence)
dolni mez kvantifikace

(z anglického Lower Limit of Quantification)
mez stanovitelnosti

(z anglického Limit of Quantification)

kyselina muricholova
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MDCA

MS

MS/MS

NAD"
NADH

NMR

OCA

pCEC

PXR

Q-TOF

QqQ
S1PR2

SFC

SPME-LC-MS/MS

SRM

TCA

TCDCA

kyselina murideoxycholova

hmotnostni spektrometrie

(z anglického Mass Spectrometry)
tandemova hmotnostni spektrometrie

(z anglického Tandem Mass Spectrometry)
oxidovany nikotinamidadenindinukleotid
redukovany nikotinamidadenindinukleotid
nukledrni magnetickd rezonan¢ni spektrometrie
(z anglického Nuclear Magnetic Resonance)
kyselina obeticholova

tlacena kapilarni elektrochromatografie

(z anglického Pressurized Capillary Electrochromatography)

pregnan X receptor

kvadrupol

spojeni kvadrupo6lu a analyzatoru doby letu

trojity kvadrupol

sfingosin-1-fosfatovy receptor 2
superkriticka kapalinovéa chromatografie

(a anglického Supercritical Fluid Chromatography)

mikroextrakce na pevni fazi s kapalinovou chromatografii a

tandemovou hmotnostni detekci

sledovani vybranych reakci

(z anglického Selected Reaction Monitoring)
kyselina taurocholova

kyselina taurochenodeoxycholova
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TDCA

TGRS

TLC

TLCA-S

TOF

TUDCA

UDCA

UHPLC

Uuv

kyselina taurodeoxycholova

G proteinovy receptor pro zlucové kyseliny
tenkovrstva chromatografie

(z anglického Thin-Layer Chromatography)
sulfatovana kyselina taurolitocholova
analyzator doby letu

(z anglického Time-of-Flight)

kyselina tauroursodeoxycholova

kyselina ursodeoxycholova

ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

(z anglického Ultra High Performance Liquid Chromatography)

ultrafialova oblast spektra

(z anglického Ultraviolet)
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Seznam symbolu

arb. j.
c

G

-

< C

>

arbitrarni jednotka [au]

koncentrace [mmol/l; pmol/l; mg/dl; pg/l; pg/ml]
tihova sila [g]

délka [mm; um]

hmotnost [mg; ng; pg]

tlak [Pa]

pratok [ml/min; pl/min]

¢as [h; min]

teplota [°C]

elektrické napéti [V]

objem [I; ml; pl]

vlnova délka [nm]
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1. Uvod

Transplantace plic je dulezitou lécebnou metodou pro pacienty trpici pokrocilym
plicnim onemocnénim, které jiz nelze neinvazivné 1é¢it. Po této operaci je klicové stalé
sledovani stavu pacientii pro tspéSnou rekonvalescenci a prevenci komplikaci. Jednim
z dilezitych aspektii vedouci k vcasné diagnostice chronické plicni alostépové dysfuknce

je nalezeni nejvhodnéjSiho markeru gastroezofagealniho refluxu.

Tato diplomova prace se zaméfila predev§im na zlucové kyseliny v bronchoalveolarni
lavazi a jejich stanoveni enzymatickym testem a vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii s tandemovou hmotnostni detekci. Enzymaticky test je zalozen na latkach
obsahujicich 3a-hydroxyskupinu, ktera je pfitomna ve zlu€ovych kyselinach. Nevyhodou
této metody je ovSem pomérné vysoky cutt-off, proto se jako presnéj$i méteni nabizi
pravé kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci. Touto metodou umime
kvantifikovat 21 zluCovych kyselin, ov§em soucet téchto koncentraci neodpovida
koncentraci celkovych Zlu€ovych kyselin naméfenou emzymatickym testem. Cilem této
prace je urcit diagnosticky vyznam jednotlivych zluCovych kyselin a pokusit se nalézt

analyt zpusobujici disproporci v koncentracich vySe zminénych metod.
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2. Teoreticka cast

2.1. Gastroezofagealni reflux a jeho markery

Transplantace plic se provadi u pacient trpicich rGznymi formami pokrocilého
plicniho onemocnéni, které nereaguje na netransplantani 1écbu. Ptestoze se pieziti
po plicni transplantaci zlepsuje, tak jsou zde komplikace, které stale vyznamné ovliviuji
preziti ptijemct a dlouhodoby stav. Komplikace mohou byt akutni, jako chirurgicka
komplikace pii samotné transplantaci nebo primarni dysfunkce stépu. Dalsi komplikace
mohou byt sopozdénym nastupem, jako chronickd plicni aloStépovd dysfunkce

a oportunni infekce 2.

Nejvétsi hrozbou u pacientil prezivajicich déle nez jeden rok, je jiz uvedena chronicka
plicni alostépova dysfunkce (chronic lung allograft dysfunction, CLAD), ktera byla dtive
nazyvana jako obliterativni bronchiolitida. Nasledn¢ se ukazalo, Ze existuji dva hlavni
fenotypy chronické plicni alostépové dysfunkce, obstrukéni CLAD (obliterativni
bronchiolitida) a restriktivni CLAD (restriktivni alos$tépovy syndrom). Jako rizikovy
faktor aloStépové dysfunkce byla identifikovdna gastroezofagedlni refluxni choroba

(gastroesophageal reflux diseace, GERD) -2,

Pokud je ¢loveék zdravy, tak u né&j dochazi pouze k malému refluxu duodenélniho
obsahu do Zaludku nebo jicnu. Je tomu tak diky rozdilnym tlakiim v intragastrické (zde je
tlak vyssi) a intraduodendlni oblasti. Pacienti trpici poruchou gastroduodenalni motility
nebo dysfunkci pyrolového svérate mohou trpét gastroduodenalnim refluxem, ktery
nasledné vede ke gastroezofagedlnimu refluxu 3. Pacienti s GERD jsou vystaveni
zvySenému riziku aspirace obsahu Zaludku ¢i duodena, a to miize mit za nésledek
onemocnéni jako chronicky kaSel, astma, pneumonii, fibrozu nebo vySe zminéné

odmitnuti plicniho §tépu *.

V dnes$ni dobé¢ se stale hledd vhodny marker, ktery by GERD ptedpoveédél vcas.
Vhodnou matrici pro diagnostiku refluxu se jevi bronchoalveolarni lavaz
(bronchoalveolar lavage fluid, BAL) !, ve které bylo nalezeno né&kolik potencialné
vhodnych markert > % 7. Mezi tyto markery patfi Zluové kyseliny & % ', bilirubin,

15,11

pepsinogen | a v nékterych publikacich je zmifiovan pepsin %7 a pH 10,

15



Ve studii, jejiz hlavni autor je FEugenio De Corso, se zaméfili
na duodenogastroezofagealni reflux (z anglického duodenogastroesophageal reflux,
DGER). Existuji studie, které dokumentuji klinicky vyznam skodlivého ptisobeni DGER
na gastroezofagedlni sliznici a jeho korelace se zanétlivymi nebo preneoplastickymi

12 Nekteré aspiratni studie ukazaly vyznamnou korelaci mezi celkovym

obrazy
bilirubinem a hladinami zlucovych kyselin, coz podporuje domnénku, ze jsou oba
markery dobrym indikdtorem DGER. Méfili tedy Zlucové kyseliny a bilirubin ve slinach
pacientd, ktefi podstoupili gastrektomii, a pfedpokladali, ze ptitomnost téchto markert
muze souviset s poskozenim hrtanu. Jako marker zalude¢niho refluxu pouzili
pepsinogen II. Zjistili, Ze pacienti s pozitivhim testem na Zluové kyseliny a bilirubin
meli vyrazné vyssi riziko sympatomatickych projevi. To naznacuje potencialni klinicky

vyznam detekce Zluovych kyselin a bilirubinu ve slinach jako markert refluxu °.
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2.2. ZIug a Zlu¢ové kyseliny

Z1u¢ je zluto-zeleny vodnaty sekret, ktery je syntetizovan jatry organismu a tvoii ho
z 95 % voda. Zbyla procenta jsou endogenni latky jako zlucové kyseliny, fosfolipidy,
bilirubin, steroidy, cholesterol, aminokyseliny, vitaminy, enzymy, porfyriny a tézké
kovy. Dale se zlu¢i vyluduji exogenni 1é¢iva, xenobiotika a toxiny z prostiedi. Zlutové

kyseliny tvoii asi 50-60 % organické slozky zlu¢i '> 14,

Denni produkce zIuci jatry je asi jeden litr. Zpétné se reabsorbuje pfiblizné 95 %
zlucovych kyselin a zbyvajicich 5 % je z téla vylouceno stolici. Vétsina zlucovych kyselin
se v téle pohybuje cyklicky tzv. enterohepatarnim ob&hem '“. Enterohepatalni obéh je
transport zluovych kyselin pies hepatocyt a iledlni enterocyt *. Po kazdém jidle dojde ke
zluénikové kontrakei, ktera je vyvolana hormonem cholexystokininem, diky némuz jsou
zlu¢ové kyseliny vyloucené do dvandctniku. V terminalnim ileu se zluové kyseliny

reabsorbuji a transportuji do jater ptes portalni Zilu (Obrazek 1) 1°.

Cca 5 % ZK vylouéeno
stolici

Obrazek 1: Schéma enterohepatalniho obéhu Zlucovych kyselin (prevzato z 1)
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Zludové kyseliny jsou amfipatické latky steroidni povahy, které se piirozend
vyskytuji v téle obratlovcu. Jsou to konecné produkty metabolismu cholesterolu, které
pomahaji pii emulgaci a absorpci lipidi diky svym detergentnim vlastnostem. Dale jsou
klicovymi intermediatory mezi hostitelskym a stfevnim mikrobidlnim metabolismem,
nebo pusobi jako signalni molekuly, které indukuji expresi urcitych genli regulujicich

syntézu, transport, vychytadvani a metabolismus Zlu¢ovych kyselin °.

Cirkulujici hladina zlucovych kyselin interaguje zejména s buitkami jater, zlu¢niku
a stfev. Zlutové kyseliny syntetizované piimo z cholesterolu jsou u¢innymi endogennimi
ligandy jaderného farnesoidniho X receptoru (FXR) a sfingosin-1-fosfatového receptoru
2 (S1PR2) v jatrech. Ve stfevech aktivuje FXR kyselina taurocheodeoxycholova, zatimco
kyselina taurolitocholova (nebo litocholovd) a deoxycholova aktivuji G proteinovy
receptor pro zlu¢ové kyseliny (TGRS), pregnan X receptor (PXR) a receptor pro vitamin
D3 (VDR) V7.

2.2.1. Struktura a syntéza Zlucovych kyselin

Zlu¢ové kyseliny a zlu¢ové alkoholy tvoii rozsahlou a rozmanitou skupinu molekul.
Jejich spole¢nym rysem je centralni steroidni jadro odvozené od cholesterolu (obrazek 2).
Profil Zluovych kyselin se u jednotlivych obratlovct lisi a ZIu¢ kazdého zivocisného
druhu se sklad4 z nékolika Zluovych kyselin '¥. Systematické nédzvoslovi Zlu¢ovych
kyselin je odvozeno od struktury a charakteristickych vlastnosti molekuly. Naptiklad
kyselina cholova je odvozena od alkoholu, ze kterého vznika. Popis struktury zahrnuje
informace o poctu uhlikli, umisténi funkénich skupin, ptipadné cyklické struktury nebo
modifikace ¢i substituce. Piikladem systematického nazvoslovi  je
3a,7B-dihydroxy-5p-cholan-24-oova kyselina. Vzhledem ke slozitosti nazvoslovi
se Cast¢ji pouziva ndzvoslovi trividlni, které byva Casto odvozené od Zivocicha, ze kterého
byla dana kyselina poprvé izolovana. Naptiklad vySe zminéna kyselina se podle
trividlntho nézvoslovi nazyva ursodeoxycholova, protoze byla izolovana ze zluci

medvédt (latinsky vyraz slova medvéd je ,,ursus®) 3.
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Obrazek 2: Struktura cholesterolu

Steroidni jadro Zlucovych kyselin se skladd ze tfi hexanovych (A, B a C)
a pentanového kruhu (D). Toto jadro mize mit prostorovou nebo planarni strukturu, podle
toho, zda je mezi kruhy A a B cis- nebo trans- konfigurace. U savct je ve vétsing piipadi
spojeni v cis- konfiguraci. Naproti tomu u nizSich obratlovci se vyskytuji zlucové

kyseliny v trans- konfiguraci, takové nazyvame allo-zlu¢ové kyseliny *-2°,

Zlugové kyseliny maji tii rizné chemické aspekty, ve kterych se lisi. Jsou to: struktura
postranniho fetézce, stereochemie kruhti A/B a stereochemie hydroxylovych skupin
na steroidnim jadfe 2'. Zlu¢ové kyseliny mohou byt slougeniny o délce 24 uhlikii nebo
27 uhlik, pficemz 24uhlikaté Zlucové kyseliny maji postranni fetézec o délce péti uhlikti
a 27uhlikaté Zlucové kyseliny maji postranni fetézec o délce osmi uhlikd. U savcil jsou
dominantni 24uhlikaté zZlucové kyseliny, které maji na konci postranniho fetézce jedinou
karboxylovou skupinu. U Clov€ka jsou znamé jen zluCové kyseliny o délce 24 uhlika,
které se od sebe li§i pouze poctem a usporddanim hydroxylovych skupin 3.

V tabulce 1 jsou uvedeny odliSnosti v Cetnosti a pozici hydroxyskupin hlavnich

zlucovych kyselin u ¢loveéka a na obrazku 3 je schéma struktury zlucové kyseliny.
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Tabulka 1: Struktury hlavnich Zlucovych kyselin

Nazev ZKkratka R! R? R3
kyselina cholova CA OH H OH
kyselina chenodeoxycholova CDCA OH H H
kyselina deoxycholova DCA H H OH
kyselina litocholova LCA H H H
o

OH

gt

HO™

Obrazek 3: Struktura zlucové kyseliny

Jak jiZ bylo zminéno, Zlucové kyseliny jsou kone¢nym produktem metabolismu
cholesterolu. U savci existuji dvé hlavni biosyntetické cesty, prvni z nich se nazyva
»klasickd* nebo ,neutralni®, druha z nich je ,alternativni nebo ,kyseld*. Syntéza
zluCovych kyselin se skladd pfiblizn€ ze sedmnacti riznych reakci katalyzovanych
enzymy. Odehravd se v cytoplazmé, endoplazmatickém retikulu, mitochondrii,
a peroxisomu. Klasickd cesta zajiStuje vice nez 90 % potiebnych zluCovych kyselin.
Limitni reakci této syntézy je pfeména cholesterolu na 7a-hydroxycholesterol pomoci
cholesterol 7a-hydroxylasy. Hlavnim produktem této drahy je kyselina cholova.

Klasické cesta muze produkovat i kyselinu chenodeoxycholovou, to ovSem jenom
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za predpokladu, Ze neprobéhne hydroxylace na pozici Ci2 pomoci sterol-12-
hydroxyldzy). Alternativni cesta mize za normalnich podminek u lidi pfispivat
k celkovému mnozstvi syntetizovanych zluCovych kyselin jen velmi malo. Naopak
se mize projevit jako hlavni biosynteticka drdha u pacientl s jaternimi chorobami.
Limitnim krokem pro alternativni cestu je 7a-hydroxylace pomoci 25-hydroxycholesterol

7o-hydroxylasy. Produktem této drahy je kyselina chenodeoxycholova 222324,

2.2.2. Modifikace Zlucovych kyselin

Zlugové kyseliny lze rozdélit na primarni, sekundarni a terciarni. Zluéové kyseliny,
které jsou syntetizovany piimo z cholesterolu, se nazyvaji primarni. Obecné se mezi
nejbéznéjsi primarni zlucové kyseliny fadi chenodeoxycholova (3a, 7a-dihydroxy)
cholovd (30, 70, 12a-trihydroxy), avicholova (3a, 7a, 16a-trihydroxy), hyocholova
(30, 60, 7a-trihydroxy) a B-muricholova (3a, 6B, 7B-trihydroxy). V lidském organismu
se mezi primarni zlucové kyseliny fadi kyselina cholovd a chenodeoxycholova.
Sekundarni Zluové kyseliny vznikaji z primarnich pomoci modifikace bakteridlnimi
enzymy. Za sekundarni se povazuji ty, z kterych anaerobni bakterie ve slepém stieve
odstranuji hydroxyskupinu na C; a vytvoifi tzv. 7-deoxy zlu¢ové kyseliny. Jejich
nejbéznéjsi  zéastupci  jsou  kyselina  litocholovd (odvozend od  kyseliny
chenodeoxycholové) a kyselina deoxycholova (odvozend od kyseliny cholové).
Sekundarni Zlu€ové kyseliny mohou déle podléhat strukturnim modifikacim
(glukuronidace, sulfatace, glukosidace, atd.) v jatrech a stfevech za vzniku terciarnich

7lu¢ovych kyselin > 1823,

2.2.3. Konjugace Zlucovych kyselin

Terminem konjugace je v pfipadé Zlucovych kyselin nazyvana N-acyl amidace
s glycinem nebo taurinem. Konjugace zvySuje rozpustnost zlu¢ovych kyselin. Vysledkem
je plné ionizovana molekula, kterd je v prosttedi tenkého stteva (pH = 6-7) vysoce
rozpustnd a negativné nabitd. Je tedy nepropustnd ptes bunécnou membranu. Klicovym
faktorem podporujicim vysokou intraluminalni koncentraci konjugovanych Zlu€ovych
kyselin ve zlu€ovych cestach a tenkém stfevé je pravé nepropustnost pies apikalni ¢ast
plazmatické membrany cholangiocytil, enterocytii a paracelularnich spojii mezi témito

buikami > '8,
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2.2.4. Fyzikalne-chemicke vilastnosti zlu¢ovych kyselin

vvvvvv

diky jejich solubilizaci. To souvisi s jejich amfipatickou povahou, ktera je dana hydrofilni
a hydrofobni stranou molekuly 2!. Hydrofilni ¢4st molekuly obsahuje hydroxyskupiny
a nazyva se jako strana o podle orientace hydroxyskupin. Hydrofobni strana neobsahuje
7adné substituenty a je oznaovana jako strana B 3. Polaritu Zlu¢ovych kyselin ovliviiuje
tedy pozice, Cetnost a orientace hydroxyskupin. Nejvice je ale ovlivnéna prostorovou
orientaci, protoze pokud se hydroxyskupiny nachazi v poloze o, tak je molekula
ve vysledku vice hydrofobni, nez molekula s hydroxyskupinami orientovanymi

26, 27

do B polohy . Schéma prostorového uspofadani kyseliny cholové je uvedeno

na obrazku 4.

amid
~~ karbonyl

Hydrofobni strana molekuly
Hydrofilni strana molekuly

ionizovana glycinem

s } karboxylova skupina
nebo taurinem

Obrdazek 4: Schéma prostorového usporadani hydrofilnich skupin ve Zlucové kyseliné
(prevzato a upraveno >)

V zavislosti na pH tvofi zluCové kyseliny tzv. micely. K vytvotfeni micely dochézi
ale pouze v Uzkém koncentraénim rozsahu, jehoZ primérna hodnota se nazyva kriticka
micelarni koncentrace (critical micellization concetration — CMC). Souvisi s rozpustnosti
zlucovych kyselin (jak nekonjugovanych, tak i glycinem konjugovanych), ktera je
v hodnoté kritické micelarni koncentrace prakticky neomezena. Tato koncentrace roste
se zvySujicim se poctem hydroxy- nebo keto- skupin. Zaroven pii stejném poctu
substituentii ji zvySuje nahrazeni hydroxyskupiny ketoskupinou 2%. Dale je také dilezita

poloha hydroxylovych skupin. Kritickd micelarni koncentrace se zvysi, pokud se zméni
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poloha hydroxyskupiny z a na B. Hodnotu CMC také ovliviiuji konjugaty, napt. konjugéty

glycinu a taurinu CMC snizuji °.

Hodnoty pKa zZlu¢ovych kyselin jsou nizsi z divodu zaporného indukcéniho efektu
karbonylové skupiny na amidové vazbé. Glycinové konjugaty maji pK, kolem 4 a pK,
taurinovych konjugati se pohybuje kolem hodnoty 1,5. Nekonjugované zlu¢ové kyseliny
maji pKa 5-6 2°. U ZluCovych kyselin hraje roli rozdil v prosttedi in vivo a in vitro. In vitro
jsou konjugaty rozpustné pii velmi nizkém pH. Rozpustnost glycinovych konjugati
nebo nekonjugovanych zlu¢ovych kyselin se zvySuje s rostoucim pH do hodnoty CMC,
kdy se rozpustnost stane prakticky neomezenou. In vivo se zluCové kyseliny mohou
vyskytovat v riznych formach, napfiklad jako nerozpuSténa nebo rozpusSténa

protonovana kyselina, micela, aniont kyseliny, nebo nerozpustna vapenata stil 2°.

Zlu¢ové kyseliny se v organismu uplatituji zejména v gastrointestinalnim traktu
(viz kapitola 2.2). Tyto molekuly je také mozné vyuzit jako farmaka u terapie
nedostate¢né tvorby Zlu€ovych kyselin, onemocnéni jater nebo u rozpousténi zlucovych
kament. Jsou také studovany jako léCiva proti plisnim, vysoké hladiné cholesterolu
nebo jako nosice pro jaterni specifick4 farmaka 3°. Dale mohou Zlu¢ové kyseliny byt
dobrymi stavebnimi kameny pro konstrukci napf. novych antibiotik *!, chiralnich $ablon
32, kationtovych ** a aniontovych ** receptorti, novych povrchové aktivnich latek 32,
nosict cilenych na Ié¢iva *® a dalsich. Mimo farmakologii je vyuziti Zlu¢ovych kyselin
predmétem vyzkumu také v supramolekuldrni chemii, materidlové chemii

a nanotechnologii 2'.
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2.3. Analyza zluCovych kyselin

Je nékolik principli, které popisuji separaci nebo stanoveni zlucovych kyselin.
Nekteré jsou jednoduché a robustni jako napt. enzymaticky imunosorbentni test (ELISA),
enzymatické testy a tenkovrstva chromatografie (TLC). Dalsi metody lze zaradit mezi
pokrocilé¢ analytické metody. Patii sem vysokoUc¢innd kapalinova chromatografie
(HPLC), plynova chromatografie (GC), superkriticka kapalinova chromatografie (SFC)
a hmotnostni spektrometrie (MS) 2> 37, Vy3e zminéné metody jsou detailngji rozebrany

v nésledujicich podkapitolach.
2.3.1. Chromatografické metody

Analytickym zdkladem chromatografickych metod je separace s reverzni fazi
vyuzivajici stacionarni fazi C18, kterd je vhodnd pro separaci rizného rozsahu
hydrofobicity pfitomné mezi zlu¢ovymi kyselinami .

Pti vybéru vhodné chromatografické metody je tfeba zohlednit typ analyzované

zlu¢ové kyseliny i mozné interferujici molekuly v matrici 2°.

2.3.1.1. Chromatografie na tenké vrstvé

Mezi prvni rutinné pouzivané chromatografické metody ke stanoveni zlucovych
kyselin se pouzivala tenkovrstvd chromatografie. PouZivala se pfi analyze primarnich
a sekundarnich zlu¢ovych kyselin. Také byla tato metoda v minulosti jedina,
kterd umoznovala stanoveni glycinovych a taurinovych konjugatd. Silikagel byl
nejbéznéjSim adsorbentem pii TLC s normalni fazi 1 pti TLC s reverzni fazi, kdy byl
silikagel modifikovan alkylovou skupinou. Tenkovrstva chromatografie s reverzni fazi
byla pouZivana hlavné pfi analyze izomernich dihydroxykyselin a jejich konjugatii > %°.
Pro zlepSeni rozliSeni byla uzivana dvourozmérna tenkovrstevna chromatografie, protoze
zde byly pouzity 2 rtizné systémy rozpoustédel s riznou selektivitou a vSechny Zlucové
kyseliny byly zcela separovany. Detekce mohla byt provedena pifimo na TLC desticce
aplikaci roztoku kyseliny fosfomolybdenové nebo siranu ceri¢noamonného
na chromatogram a zahiivanim na 110 °C po dobu 2-5 minut. Zlu¢ové kyseliny byly

pak detekovany jako modré skvrny. Kvantifikace se provadéla dezintometricky,

kolorimetricky nebo fluorimetricky v z4vislosti na pouzitém ¢inidle *°.
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Sjovall J. publikoval v roce 1959 jednu z prvnich studii zabyvajici se separaci
zlucovych kyselin. Zabyval se slozenim Zlu¢ovych kyselin u novorozenct a déti do 10 let.
Stanovil Sest Zlucovych kyselin (kyselinu taurocholovou, taurochenodeoxycholovou,
taurodeoxycholovou, glykocholovou, glykochenodeoxycholovou
a glykodeoxycholovou) pomoci tenkovrstvé chromatografie. Stacionarni fazi tvotila 70%
kyselina octova a mobilni fazi tvofila smés chlorethanu a heptanu v poméru 50:50 (v/v).
Detekce byla provedena na spektrofotometru. Zjistil, ze primérna celkova koncentrace

7ludovych kyselin byla asi 10 mequiv/l (odpovida 0,01 mmol/1) .

V soucasné dobé se metoda pouziva v jiném usporadani. Ve studii publikované v roce
2018 se Harris, S. a kolektiv zabyvali oxidaci Zlu€ovych kyselin pomoci bakterie
Eggerhella lenta. Tenkovrstevnou chromatografii zde pouZili pro separaci zlucovych
kyselin a dalSich metabolitd vytvofenych touto bakterii. Byly pouzity TLC desky
BakerFlex Silica B gel. Chromatografie probihala po dobu 24 hodin v mobilni fazi
o sloZeni toluen:dioxan:ledova kyselina octova v poméru 75:20:2 (v/v/v). Analyty byly
poté identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie a kvantifikovany pomoci

kapalinové scintilaéni spektrometrie *!.
2.3.1.2. Plynova chromatografie

Dalsi chromatografickou technikou pro stanoveni ZluCovych kyselin je plynova
chromatografie (GC). Je to separatni technika, kterd se odviji od tékavosti slozky
v plynné fazi. Problém u Zlu¢ovych kyselin je v obsahu hydroxy-, karboxy- a dalSich
oxofunk¢nich skupin, protoze zvySuji schopnost tvofeni vodikovych vazeb a tim snizuji
t€kavost a tepelnou stabilitu. Vzorek je tedy tfeba pred samotnou analyzou upravit.
Piiprava vzorku miiZze zahrnovat extrakci, purifikaci, hydrolyzu a derivatizaci,
ktera t&kavost a tepelnou stabilitu Zlu¢ovych kyselin zlepsuje 2 3°. V dnesni dobé

se pomalu od této metody upousti, zejména kviili vySe zminénym nevyhodam.

Prvni popsanou metodu pro stanoveni zluCovych kyselin publikoval v roce 1953
Sjovall J. Separoval 9 derivath zluCovych kyselin metodou extrakce na aniontovém
iontoméni€i, poté byla amidova vazba hydrolyticky $tépena a nasledné piecisténa.
Svym méfenim zjistil, ze ptitomnost a ¢etnost hydroxy-skupiny zrychlila eluci daného

derivatu, naopak keto-skupina eluci zpomaluje *.
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K derivatizaci muze dojit na karboxylové skupiné napt. esterifikaci pomoci
diazomethanu . Zde je ale problém s toxicitou a také pfi reakci vznikd malé mnoZstvi
methyletherti. Alternativni cestou esterifikace mulze byt pouziti methanolu s 5%
kyselinou sirovou * nebo 2,2-dimethoxypropanu s kyselinou chlorovodikovou #°. Také je
mozné vyuzit vyssi homology alkoholt, jako jsou ethyl, isobutyl, n-butyl nebo n-propyl
estery, protoze zvysi reten¢ni Cas zlucovych kyselin a tim je mozné v nékterych piipadech
zlepsit rozliseni. Hydroxylové skupiny jsou nejcastéji derivatizovany premeénou
na trimethylsilylethery. Jako silyla¢ni ¢inidlo se pouziva N, O-bis(trimethylsilyl)acetamid
v kombinaci s trimethylchlorsilanem nebo s trimethyljodosilanem. Je mozné vyuzivat
1jiné silylacni skupiny. Naptiklad derivaty dimethylethylsilylu
a dimethylpropylsilyletheru maji del§i retenéni ¢asy nez trimethylsilylether derivaty *°.
Krom¢ silyletheri se mohou hydroxylové skupiny derivatizovat pfeménou

na trifluoracetaty *°, acetaty 4’ nebo mravencany *5.

U plynové chromatografie se pouziva fada stacionarnich fazi, jako je methylsilikon
(SE-30, OV-1), kyanoalkyl silikon (XE-60) nebo fluoralkyl silikon (Q1, OV-210) ¥,
Mezi detektory pouzivané u této metody patii detekce elektronového zachytu (ECD),

plamenova ionizaéni detekce (FID) a hmotnostni spektrometrie 2> 3.

2.3.1.3. Vysokoucinnéa kapalinova chromatografie

Vysokoucinné kapalinovd chromatografie odstranila potfebu derivatizace. Vyhodou
této metody je mnohem lepsi citlivost, rychlost a separace analyti v biologické

matrici 37,

Prvni publikaci zaméfenou na separaci konjugatt zlu€ovych kyselin pomoci HPLC
napsali Shaw, R. a Elliott, W. vroce 1976 *. Mé&feni bylo provedeno na piistroji
se smy¢kovym injektorem a diferencialnim refraktometrem. Zludové kyseliny byly
separovany z lidské Zluci na koloné Corasil II (3,175 mm x 609,6 mm) nebo pPorasil
(6,35 mm x 304,8 mm). Mobilni faze byla ve sloZeni
2-propanol/ethylacetat/voda/NH4OH v poméru 260:600:50:3 (v/Av//v) s pritokem
2 ml/min. Takto slozend mobilni faze byla pouzita krozd€leni taurodihydroxy-,
glykodihydroxy-, tauro- a glyko- skupin Zlucovych kyselin. Frakce obsahujici
glykodihydroxy- skupinu byla separovana rechromatografii v mobilni fazi o slozeni

acetonitril/kyselina octova v poméru 400:10 (v/v) s priitokem 2 ml/min. Frakce obsahujici
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taurodihydroxy- skupinu byla ¢astecné separovana rechromatografii za pouziti mobilni
faze acetonitril/kyselina octovéa/kyselina mravenci (97%)/voda v poméru 500:10:5:10

(vA/v/v) s prittokem 2 ml/min .

Metody detekce jsou u vysokoucinné kapalinové chromatografie rizné. V minulém
stoleti se beézne¢ pouzivala refraktometrie, UV  spektroskopie, fluorometrie
nebo elektrochemicka detekce. Tehdy byla nejcitlivéjsi fluorometricka nebo UV detekce,
ovSem pied samotnou analyzou muselo dojit k piredkolonové derivatizaci

nebo postkolonové enzymatické reakci .

Ptredkolonova derivatizace a UV detekce se stile jest¢ v nckterych laboratofich
pouziva. Napiiklad Shi, Y. a kolektiv v roce 2015 vydali studii o kvantifikaci hlavnich
zluCovych kyselin v Zlu¢ovych kamenech dobytka. Jako derivatiza¢ni Cinidlo pouzily
2-brom-4-nitroacetofenon a 18-crown ether. Detekce probihala pfi vinové délce 363 nm.
Metodu validovali s linearitou (R? > 0,9980), vytéznosti (94,24 — 98,91 %), limitem
detekce (0,25 — 0,31 ng) a limitem kvantifikace (0,83 — 1,02 ng), coz znaci, Ze vyvinuta

metoda je presna a precizni °'.

Dale Li, G. L. a kolektiv vyvinuli a validovali metodu HPLC s fluometrickou detekci
pro stanoveni zlu¢ovych kyselin a volnych mastnych kyselin. Navrhli nové fluorescenéni
znackovaci ¢inidlo, 2-(7H-dibenzokarbazol-7-yl)ethyl 4-methylbenzensulfonat, které ma
siln€j8i fotoluminiscenci. Separace probéhla na koloné¢ Hypersil BDS-C8 (200 mm x
4,6 mm, 5 um) od firmy Agilent. SloZkou A mobilni faze byla smés acetonitrilu a vody
v poméru 1:1 (v/v) a slozka B obsahovala ¢isty acetonitril. Byla provedena gradientova
eluce (Cas: 0-20-25-35-45 min, B: 25-45-85-100 %), prttok byl 1 ml/min a teplota kolony
35°C 2,

V poslednich letech je hojné pouzivané spojeni kapalinové chromatografie
s hmotnostnim detektorem. HPLC nebo UHPLC (ultra-vysokotlakd kapalinova
chromatografie) jsou nejcitlivéjsi Siroce pouzivanou analytickou metodou pro piesné
kvalitativni i kvantitativni stanoveni Zlu¢ovych kyselin v biologické matrici ® 2. Vyuziva
se hlavné¢ chromatografie na reverzni fazi, protoze lze pouzit SirSi vybér prutokl
a rozméru kolony. Chromatografickou separaci a ionizac¢ni u¢innost je mozné ovlivnit
pomoci pH mobilni fize. Zludové kyseliny konjugované s taurinem maji pK, =~ 1,5;

glycinové konjugaty maji pKa ~ 4,5 a nekonjugované Zlu¢ové kyseliny maji pKa~ 6 ¥7.
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Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii pro stanoveni Zlucovych
kyseliny byla popséana s nékolika ioniza¢nimi technikami a hmotnostni analyzatory. Mezi
pouzivané ioniza¢ni techniky se fadi elektrosprejova ionizace (ESI) >3, bombardovani
rychlymi atomy (FAB) a chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) >*. Iontova
past (IT), analyzator doby letu (TOF), kvadrupol (Q) ** a iontova cyklotronova rezonance
s Fourierovou transformaci (FTICR) jsou pfiklady pouzivanych hmotnostnich

analyzatorti 2°.

Dals8i moznosti vyuziti spojeni LC-MS je tandemova hmotnostni spektrometrie, tedy
spojeni n&kolika hmotnostnich analyzator >. Pro stanoveni zlu¢ovych kyselin bylo
popséano nékolik tandemovych uspofadani, nap. trojity kvadrupél (QqQ) >, kvadrupol
a analyzator doby letu (Q-TOF) 7, iontova past a analyzator doby letu (IT-TOF) * a dalsi.

V této diplomové praci jsem pouzila metodu vytvorenou Laboratoii pro vyzkum
nemoci jater a metabolismu hemu na 1. Iékatské fakulté Univerzity Karlovy, ktera byla
pouzita u studie zabyvajici se vlivem deplece Zeleza na Zlu€ové kyseliny v plazmé a moci.
Konkrétni parametry této metody jsou uvedeny v kapitole 3.6. Zludové kyseliny byly

detekovany hmotnostnim spektrometrem s trojitym kvadrupdlem v rezimu SRM .
2.3.2. Dalsi analytické metody stanoveni

V dne$ni dob& mezi okrajové metody stanoveni zlu¢ovych kyselin patii tlacena
kapilarni elektrochromatografie (pCEC). Je to novy zpiisob, ktery spociva v plsobeni
dodate¢ného tlaku na kolonu, aby se piekonaly problémy s tvofenim bublin a vysychanim
kolon, coZ bréanilo opakovatelnosti a Sifi pouZiti techniky. Mobilni fazi pohani jednak
elektroosmoticky tok, tak i1 dodateCny tlak, coZ umoZni nastavitelnou selektivitu
arychlej$i eluci. Pro detekci se pii pCEC vyuzivd amperometrickd detekce,
chemiluminiscencni detekce, hmotnostni spektrometrie, nuklearni magnetickd rezonance

a laserem indukovana fluorescenéni detekce (LIF) .

Ke stanoveni zluCovych kyselin muze byt pouzita i1 superkriticka kapalinova
chromatografie (SFC). Mezi jeji vyhody patii zkraceni doby analyzy a vyssi
transparentnost eluentu pii nizkych UV vlnovych délkach, nezélezi zde na tepelné
stabilit¢ ani na tékavosti analytu. Mobilni fazi je pfi této metod€ superkriticky oxid

uhlicity (SCCO»), jeho nizka viskozita a vysoka difuzivita zlepSuje separaci zlu¢ovych
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kyselin. Dal$i vyhodou superkritické mobilni faze je variabilita polarity, coz umozni eluci

hydrofobnich i hydrofilnich slou¢enin ¢'.

Budoucnosti ve stanoveni zlucovych kyselin mize byt nukledrni magneticka
rezonancni spektrometrie. Hlavni vyhodou je vysoka reprodukovatelnost a minimalni
ptiprava vzorku. Pro stanoveni zlucovych kyselin se hodi NMR spektroskopie s vysokym

magnetickym polem '°.

Nebo pro stanoveni kyseliny cholové, deoxycholové
a chenodeoxycholové je vhodnd metoda pomoci dvourozmérnych spekter (1H-1H
TOCSY nebo 1H-13C HSQC), jak uvedl Duarte, I. s kolegy. V porovnani s konven¢nimi
analytickymi technikami md NMR spektroskopie velkou vyhodu pii metabolickém
profilovani biokapalin. Dokladaji to studie zabyvajici se plazmou a moci, naopak velky

potencidl ma napiiklad Zlu¢. Nevyhodou je naopak dostupnost a cena instrumentace .

2.3.3. Enzymatické metody stanoveni

Enzymatické metody se vyuzivaji, protoze jsou jednoduché a rychlé. To z nich déla
nejrozsitenéjsi metody v klinickych laboratofich. Pii méteni Zlu¢ovych kyselin je hlavni
limitaci této enzymovych metod to, Ze je méfena suma veSkerych 3oa-hydroxysteroidd,
nejen suma zlucovych kyselin. Zaroven ale tyto metody neméii sulfatované

nebo glukuronidované konjugaty zlu¢ovych kyselin 2% 2539,

Prvni generace enzymovych testii spo¢ivala v oxidaci NAD" dependentni steroidni
dehydrogenazy s 3a-hydroxysteroidnimi molekulami za vzniku NADH, ktery se méfil
UV spektroskopii nebo fluorometricky. Tento postup ale nemél takovou citlivost, takze
se tento postup spojil sreakci, kterd vyuzila redukci substratu s ndslednou
fluorometrickou detekci. Tato detekce byla ovSem relativné ndkladna, tudiZ byl pfidan
dalsi krok, kdy byla NADH pievedena na nitrotetrazoliovou modi pomoci diaforazy
(E.C.1.8.1.4.) za vzniku diformazanu, ktery bylo mozné méfit pii 540 nm (druhé generace
enzymatickych testil). Nevyhoda toho postupu byla v stale nizké citlivosti, proto byla
spojena s 3-0x0-5-f-A4-dehydrogenazou, ktera do jisté miry fesila problém s citlivosti

(tfeti generace testi) 2% 2% 3% 63,

Jelikoz 1 tfeti generace enzymatickych testi neméla uspokojivou citlivost, vyvinul
Zhang, G. H. s kolegy v roce 2005 novou enzymatickou cyklickou metodu. Provadi
se v pfitomnosti NADH, thio-NAD" a 3a-HSD. Mé&f se nariist absorbance thio-NADH

vzniklého pfti reakcei v prostiedi o teploté 37 °C pti 405/660 nm. Tato metoda je dostatecné
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jednoducha, specificka a citliva, aby se mohla pouzivat v biochemickych automatickych

analyzatorech 2°.

Dalsi komplikaci limitujici stanoveni zluCovych kyselin pomoci enzymatickych testa
muze byt biologickd matrice, respektive koncentrace zlu¢ovych kyselin v matrici. Jelikoz
enzymatické testy jsou piivodné navrzeny pro stanoveni v séru, v roce 2013 Parikh, S.
a kolektiv hodnotily citlivost dvou enzymatickych testii stanovenim Zlucovych kyselin
v bronchoalveolarni lavazi. Byly pouzity 2 kity (kit 1: Bio-Quant Labs, San Diego,
Kalifornie, nebo Trinity Biotech PLC, Co Wicklow, Irsko; kit 2: Alere San Diego Inc,
San Diego, Kalifornie, nebo Bio-Stat Diagnostics Systems, Cheshire, Spojené
kralovstvi). Ukazalo se, ze enzymatické soupravy nejsou dostatecné citlivé pro pouziti pii

koncentraci nizsi nez 5 umol/l '1.
2.3.3.1. Enzymove vazany imunosorbentni test

Dalsi metodou pro stanoveni miize byt enzymoveé vdzany imunosorbentni test
(ELISA). V roce 2017 publikoval Liu, S. a spol. studii, kde vytvofili metodu nepiimého
kompetitivniho enzymového imunosorbentniho testu (icELISA) pro stanoveni péti
hlavnich  zlucovych  kyselin  (cholové, deoxycholové, chenodeoxycholové,
ursodeoxycholové a hyodeoxycholové kyseliny) v séru. Pouzili k tomu Ctyfi rizné
monoklondlni protilatky. Linearita standardni kiivky byla v rozmezi 0,2875 mmol/l az
9,2 mmol/l. Pokles aktivity enzymu byl stanoven na ICsp = 1,85 mmol/l a mez detekce
byla stanovena na 0,73 mmol/l. Tyto hodnoty vypovidaji o vysoké citlivost testu. Déle
bylo zjisténo, ze primerna obnovitelnost byla 112 % a maximalni relativni smérodatna
odchylka v ramci testu byla 2,99 %, coz ukazuje, Ze je metoda pfesnd a dostatecné
spolehliva na to, aby mohla byt pouZita v praxi. Ziskané hodnoty byly poté porovnany
s enzymatickym testem, z ¢ehoz je mozné soudit, ze vyvinutou metodu lze pouzit pro
stanoveni celkovych zluCovych kyselin v biologickych vzorcich, protoze koncentrace
celkovych Zlu¢ovych kyselin ziskanych metodou ELISA 1 enzymatickym testem

se shodovaly 4.

Enzymové vazany imunosorbentni test se dd vyuzit i pfi stanoveni jednotlivych
zlu¢ovych kyselin nebo jejich konjugati a derivatl. Kobayashi, N. a kolektiv vytvofili
monoklondlni protilatku specifickou pro sulfatové derivaty kyseliny glykolitocholové

v moci. Zjistili, Ze detekéni limit pro tuto metodu je 0,4 pg na analyzu, takze je mozné
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tuto metodu pouzit jako diagnosticky nastroj pro jaterni funkce a hepatobiliarni
onemocnéni. Sulfatované Zlucové kyseliny mohou byt produkovany v jatrech jako
soucast mechanismu detoxikace a eliminace xenobiotik, piipadné mohou poukazat

na patofyziologii v organismu .

Dalsim prikladem je kyselina glykocholova
jako selektivni biomarker hepatocelularniho karcinomu. Cui, X. a kolegové vytvofili
nepfimy kompetitivni enzymové vdzany imunosorbentni test pro detekci GCA. Pouzili
rekombinantni protilatku scFv-G11 oznacenou biotinem pomoci chemické, respektive
enzymatické metody. Metoda dobie korelovala s vysledky ziskané pomoci kapalinové

chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii, coz znaci spolehlivost a presnost

pouzité metody 6.
2.3.3.2. Radioimunoanalyza

Metoda, kterd byla vyvinuta za ucelem analyzy konkrétnich zlu¢ovych kyselin
pii velmi nizkych koncentracich, je radioimunoanalyza. Tento postup byl poprvé popsan
v roce 1973 Simmondsem, W.J., a jeho kolegy *. Vyvinuli rychlou, citlivou a specifickou
metodu radioimunoanalyzy konjugovanych zlu¢ovych kyselin. Metoda byla validovana
porovnanim s hodnotami  ziskanymi  plynovou chromatografii. =~ Rovnovaha
mezi [°H]cholylglycinem a protilatkou byla dosazena za jednu hodinu pii 42 °C. Pomoci
polyethylenglykolu byl navézany antigen vysrdZzen a volny antigen byl stanoven

kapalinovou scintilaéni spektrometrii ¢’.

BéZné pouzivané metody vyuZivaly krali¢i polyklonalni protilatky imunizované
ZluCovymi kyselinami vazanymi na proteiny. Radioimunoanalyza se vyuZivala hlavné
pro stanoveni konjugovanych Zlucovych kyselin. Mezi vyhody této metody pattila
jednoduchost a citlivost. Nevyhodou byla pomérmné& vysoka cena a specifické pozadavky
pracovnich podminek. Alternativou radioimunoanalyzy miZze byt enzymova

imunoanalyza z4visejici na aplikaci protilatek a ne radioizotopt *°.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Pouzité chemikalie a pfistroje

Chemikalie

Standardy zlucovych kyselin

Kyselina cholova, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)

Kyselina chenodeoxycholova, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)
Kyselina glykocholova, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)

Kyselina deoxycholova, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)

Kyselina litocholova, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)

Kyselina taurodeoxycholova, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)
Kyselina glykodeoxycholova, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)
Kyselina glykolitocholova, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)
Kyselina glykoursodeoxycholova, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)
Kyselina hyocholova, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)

Kyselina taurocholova, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)

Kyselina ursodeoxycholova, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)
Kyselina glykochenodeoxycholov4, SantaCruz Biotechnology, Inc. (Dallas,
Texas, USA)

Kyselina taurochenodeoxycholovéd, SantaCruz Biotechnology, Inc. (Dallas,
Texas, USA)

Kyselina tauroursodeoxycholovd, SantaCruz Biotechnology, Inc. (Dallas, Texas,
USA)

Kyselina hyodeoxycholova, Supelco® (Bellefonte, Pensylvanie, USA)

Standardy deuterovanych Zlucovych kyselin

Kyselina taurocholovéa D5, SantaCruz Biotechnology, Inc. (Dallas, Texas, USA)
Kyselina glykocholova D5, SantaCruz Biotechnology, Inc. (Dallas, Texas, USA)
Kyselina glykochenodeoxycholova D4, SantaCruz Biotechnology, Inc. (Dallas,
Texas, USA)

Kyselina taurochenodeoxycholova D4, SantaCruz Biotechnology, Inc. (Dallas,

Texas, USA)

32



- Kyselina chenodeoxycholova D4, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)

- Kyselina litocholova D4, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)

- Kyselina cholova D4, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)

- Kiyselina ursodeoxycholova D4, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)

- Kyselina deoxycholova D4, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)

Ostatni reagencie

- Octan amonny, LC-MS Grade, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)

- Kyselina mravenéi, LC-MS Grade, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)

- Fetalni bovinni sérum, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)

- Acetonitril, Isocratic Grade, LiChrosolv®, Merck (Darmstadt, Germany)

- Methanol, LC-MS Grade, Biosolve BV (Valkenswaard, the Netherlands)

- Amoniak p.a., Penta s. r. 0. (Praha, Ceska republika)

- Ethyl acetat, LC-MS Chromasolv®, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)

- Kyselina chlorovodikova p.a. 35%, Penta s. r. 0. (Praha, Ceska republika)

- Kyselina sirova p.a. 96%, Penta s. r. 0. (Praha, Ceska republika)

- Ethanol absolutni p.a., Penta s. . 0. (Praha, Ceska republika)

- Chlorid sodny p.a., Penta s. . 0. (Praha, Ceska republika)

- Hydroxid draselny p.a., Penta s. . o. (Praha, Ceska republika)

- Nekonjugovany bilirubin, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)

- 2,6-di-terc-butyl-4-methylfenol (> 99 %), Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri,
USA)

- Mesobilirubin, Frontier Scientific (Newark, New Jersey, USA)

- Kyselina askorbova, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)

- Dimethylsulfoxid, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA)

Namichané roztoky

- Ekvilibrovany ethylacetat — 50 ml ethylacetatu s 50 ml 20% NaCl bylo upraveno
na pH hodnotu = 1 koncentrovanou H>SO4

- Methanol s piidavkem antioxidanti — ve 450 ml methanolu bylo rozpusténo
1350 mg 2,6-di-terc-butyl-4-methyl fenolu (BHT), 450 mg kyseliny askorbové a

2250 mg octanu amonného
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- Zéasobni roztok mesobilirubinu — komercni mesobilirubin byl rozpustén
v dimethylsulfoxidu o koncentraci 0,5 mol/l. Zasobni roztok byl uchovan pii —
80 °C v 10 ml alikvotech.

- Zasobni roztok vodné slozky mobilni faze pfi stanoveni zluCovych kyselin
kapalinovou chromatografii — deionizovand voda s ptidavkem octanu amonného
o koncentraci 0,005 mol/l a kyseliny mravenci o koncentraci 0,0012 %

- Zasobni roztok organické slozky mobilni faze pii stanoveni zluCovych kyselin
kapalinovou chromatografii — 100% methanol s pfidavkem octanu amonného o
koncentraci 0,005 mol/l a kyseliny mravenci o koncentraci 0,0012 %

- Zasobni roztok slozky A mobilni faze pfi stanoveni bilirubinu pomoci kapalinové
chromatografie — acetonitril, methanol a voda (40/40/20 v/v/v) s ptidavkem 0,1%
kyseliny octové

- Zasobni roztok slozky B mobilni faze pii stanoveni bilirubinu pomoci kapalinové
chromatografie — acetonitril, methanol a voda (45/45/10 v/v/v) s ptidavkem 0,1%
kyseliny octové

- Pouzité kity

- Bile acids, 450-A, Trinity Biotech (Bray, Ireland)

- Human Pepsinogen I (PGI) ELISA Kit, EHPGI, Thermo Fisher Scientific
(Waltham, Massachusetts, USA)

- Human Pepsinogen II PGC ELISA Kit, EHPGC, Thermo Fisher Scientific
(Waltham, Massachusetts, USA)

Ptistroje

- Analytické vahy XPR105 Delta Range, Mettler — Toledo s. r. 0. (Columbus, Ohio,
USA)

- Centrifuga Jouan MR 231, Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA)

- Generator dusiku Mistral LCMS Evolution, VICI DBS (Houston, Texas, USA)

- Hotbox Oven with fan Size 2, Gallenkamp (Cambridge, United Kingdom)

- HPLC Dionex UltiMate 3000, Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts,
USA)

- Kolona Pinacle DB C18 (100 x 2,1 mm; 3 um), Restek (Bellefonte, Pensylvania,
USA)
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- Kolona Poroshell 120 EC-C18 (3,0 x 100 mm; 2,7 um), Agilent Technologies Inc.
(Santa Clara, California, USA)

- Kolonka SupelTM-Select HLB 1 ml, Supelco® (Ottawa, Canada)

- Lyofilizator L4-110 PRO, Gregor instruments (Sazava, Ceska republika)

- pH-metr pH50, XS Instruments (Capri, Italy)

- Tecan Infinite M200, Tecan Group Ltd. (Ménnedorf, Switzerland)

- Termostat BT 120, Laboratorni p¥istroje Praha (Praha, Ceska republika)

- TSQ Quantum Access Max, Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts,
USA)
- Vortex Genie-2, Scientific Industries Inc. (Bohemia, New York, USA)

Statistika

Pii stanoveni celkovych Zlucovych kyselin, bilirubinu, pepsinogenu a pH byly
vypocteny bézné statistické charakteristiky — primér, median a rozptyl. Dale na téchto
skupinach vzorkt byl vypocten Pearsontiv korela¢ni koeficient (v programu GraphPad)
s hladinou vyznamnosti p>0,05. Vysledky nebyly korigovany na mnohocetné

pozorovani.
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3.2. Enzymaticka analyza — celkové zluCové kyseliny

Enzymatickd analyza byla provadéna kitem od firmy Trinity Biotech. Navazka
reagentu A byla 336,5 mg byla rozpusténa v 5,6 ml deionizované vody. Navazka reagentu
B byla 34,0 mg a byla rozpusténa v 0,7 ml deionizované¢ vody. Oba reagenty byly
temperovany pifi 37 °C po dobu asi 20 minut. PipetdZz na mikrotitracni destice
jednotlivych roztokl byla nasledujici: 50 pl kalibraéniho roztoku nebo vzorku, 100 pl
reagentu A a 25 ul reagentu B nebo deionizované vody v ptipad¢ slepé¢ho vzorku.
Po pipetéazi byly vzorky opatrné promichany a nasledné temperovany pii 37 °C po dobu
5 minut. Po inkubaci bylo pfiddno 25 pl stop reagentu a byla odectena absorbance
pii 530 nm.

Pro dalsi analyzy byly pfipraveny vlastni kalibratory (vzhledem k pouzité matrici
se jevili jako spolehlivéjsi) z fyziologického roztoku a kyseliny
glykochenodeoxycholové o koncentraci 1,63 mmol/l. Pfesné slozeni kalibra¢nich roztokt

je uvedeno v tabulce 2.

Tento postup byl také pouzit u enzymatického stanoveni zlucovych kyselina
na pétatficeticlenné kohorté pacientti (soubor 35 vzorkli bronchoalveoldrni lavaze

od riznych pacientil) a vysledky byly pouzity pro korela¢ni analyzu.

Tabulka 2: Schema slozZeni kalibracnich roztoki

c Vi V2

pumol/l ul pl
10 12 1988
20 25 1975
50 61 1939
75 92 1908
100 123 1877

¢ —koncentrace kalibracniho roztoku, Vi— objem zasobniho roztoku GCDCA; V> — objem
fyziologického roztoku

36



3.3. Extrakce na pevnou fazi

Extrakce na pevnou fazi byla provedena na smésném BALu, coz je smés
bronchoalveolarnich lavazi n€kolika pacientt, jejichz enzymaticky test byl vyhodnocen
jako pozitivni (tzn. koncentrace byla vyssi nez 8§ umol/l). Extrakce byla provedena
na kolonce Supel™ — Select HLB SPE Tube o objemu 1 ml od firmy Supelco. Nejprve
byly pfipraveny zasobni roztoky methanolu o koncentraci 5; 20; 40; 60 a 80 %.
Na kolonku byly pipetovany roztoky v tomto potadi: 1 ml 100% methanolu, 1 ml
fyziologického roztoku, 2 ml vzorku smésného BALu a 1 ml 5% methanolu. Nasledn¢
byla kolonka vysuSena a postupné jimany frakce o objemu 1 ml od 20% az do 100%
methanolu. Nasledné¢ byly vzorky odpafeny pod dusikem, rozpuStény v 1 ml
fyziologického roztoku (v ultrazvukové lazni po dobu 10 minut) a nasledné byla

provedena enzymaticka analyza.

Postup extrakce na pevnou fazi byl upravovan. Prvni uprava se tykala rozpusténi
odpafeného vzorku po SPE. Vzorky byly rozpustény v bovinnim séru, misto
fyziologického roztoku. Dalsi zména byla centrifugace (5 min, 15000 x g, 22 °C) frakci
po SPE.

Dals$im krokem bylo po jimani frakeci zatadit lyofilizaci. Frakce byly rozdéleny
po 500 pl, lyofilizovany a poté byla jedna sada rozpuSténa ve 200 pl bovinniho séra

a druhé ve 200 pl fyziologického roztoku.
3.4. Hydrolyza

Na vzorku smésného BALu (a jeho pozitivni kontroly) a bovinniho séra (a jeho
pozitivni kontroly) byla provedena hydrolyza. Do sklenéné zkumavky bylo pipetovano
50 pl smésného BALu nebo séra (v ptipadé pozitivnich kontrol byl k 50 pl analytu ptidan
1 ul GDCA, vysledna koncentrace roztoku byla 32 umol/l). Vzorek byl odpaten, poté byl
rozpustén v 50 ul bovinniho séra a opét odpatren. Dale byl vzorek rozpustén v 2,5 ml 10%
KOH a inkubovan 99 minut pii teploté 140 °C. Po samovolném ochlazeni na laboratorni
teplotu byly vzorky okyseleny kyselinou chlorovodikovou na pH = 1. Déle bylo ptidano
12,5 ml fosfatového pufru. Vzorek byl zamichan na vortexu a nasledné byla provedena

extrakce na pevnou fazi. Na vySe zminénou kolonku byl postupné pipetovan 1 ml
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100% methanolu, 1 ml fyziologického roztoku, vzorek, 1 ml 5% methanolu a 1 ml
20% methanolu. Déle byla kolonka vysuSena a jiména frakce 100% methanolu o objemu

1 ml. Nakonec byly vzorky odpateny a zméfeny na LC-MS/MS.
3.5. Solvolyza

Byla provedena solvolyza smésného BALu i jeho pozitivni kontroly. Ke 400 ul vzorku
BALu (v ptipad¢ pozitivni kontroly bylo pfidano 11 ul TLCA-S, celkovéa koncentrace
roztoku byla 50 umol/1) bylo ptidano 1,6 ml ethanolu a 8 ml ekvilibrovaného ethylacetatu.
Roztoky byly inkubovany 24 hodin pii laboratorni teploté. Po inkubaci byly vzorky
neutralizovany roztokem amoniaku a byly sto¢eny centrifugou (15 min, 13000 x g, 22 °C)
a odpareny. Vzorky byly rozpustény v 1 ml fosfatového pufru a byla provedena extrakce
na pevnou fazi, kdy na kolonku byly pipetovany nasledujici roztoky: 1 ml 100%
methanolu, 1 ml fyziologického roztoku, cely objem vzorku, 1 ml 5% methanolu a 1 ml
20% methanolu. Déle byla kolonka vysuSena a frakce byla jimana 1 ml 100% methanolu.
Poté byly vzorky centrifugovany (15 min, 13000 x g, 22 °C). Supernatanty odpafeny
a dale zméteny na LC-MS/MS.

3.6. LC-MS/MS

K odpafenym vzorkiim z hydrolyzy i solvolyzy (v ptipadé kohorty bylo pipetovano
50 ul vzorku) bylo pfidano 160 pl acetonitrilu a 10 pl smési deuterovanych standarda
zlucovych kyselin a nasledné byly vzorky michany na vortexu. Poté byly centrifugovany
(15 min, 13000 x g, 22 °C) a supernatant byl vysusSen pii 60 °C pod dusikem. Dale bylo
ptfidano 50 pl 40% methanolu a vzorky byly umistény ptes noc do mrazaku pii -20 °C.
Dalsi den byly vzorky centrifugovany (15 min, 15000 x g, 4 °C) a supernatant byl

pfeveden do vialek.

Byla pouzita kolona Pinnacle DB C18 (100 x 2,1 mm; 3 pm) od firmy Restek
s ptislusnou ochrannou kolonou. Mobilni f4zi tvofila voda, methanol, octan amonny
a kyselina mravenci, pficemz koncentrace kyseliny mravenci byla 0,0012 % a octanu
amonného 0,005 mol/l (v/v). Pritok byl nastaven na 0,3 ml/min; teplota kolony byla 55 °C
a objem nastfiku byl 10 pl. Na obrazku 5 je znazornén piislusny gradientovy program.
Poté byla kolona promyvdna 95% methanolem (s pfitomnosti octanu amonného

a kyseliny mravenci) po dobu 9 minut a ekvilibrovana 40% methanolem (s pfitomnosti
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octanu amonného a kyseliny mravenci) po dobu 5 minut. Hmotnostni detekce probehla
v rezimu SRM a sledované ptechody byly nasledujici: 375,3 — 375,3 pro monohydroxy
zlucové kyseliny, 391,3 — 391,3 pro dihydroxy zlu¢ové kyseliny a 407,3 — 407,3 pro
trihydroxy zlucové kyseliny. Pfechody 432,3 — 432,3 (432,3 — 74,1), 448,3 — 4483
(4483 — 74,1) a 4643 — 464,3 (464,3 — 74,1) byly sledovany pro glycinem
konjugované monohydroxy, dihydroxy a trihydroxy zlu¢ové kyseliny. A pro taurinové
konjugaty mono-, di- a trihydroxy zluCovych kyselin byly sledovany piechody
482,3 — 482,3 (482,3 — 124,1), 498,3 — 498,3 (498,3 — 124,1), resp. 514,3 — 514,3
(514,3 — 124,1). Vsechny ptechody byly sledovany od 1 do 18 minut.
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Obrazek 5: Zvoleny gradientovy program

3.7. Stanoveni bilirubinu

Bilirubin byl stanoven vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s tandemovou
hmotnostni detekci. K zasobnimu roztoku mesobilirubinu o objemu 10 pl bylo pfidano
990 pl methanolu s antioxidanty. Ke kazdému vzorku BALu o objemu 100 pl bylo
pfidano 10 pl bilirubinu a 900 pl methanolu s antioxidanty. Vzorky byly zamichany
na vortexu a poté centrifugovany (20 min, 16000 x g, 5 °C). Déle byly piipraveny

kalibra¢ni roztoky, které obsahovaly 10 pl mesobilirubinu, 50 pl biologické matrice
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(obsahovala fyziologicky roztok a sliny fesitelky této diplomové prace), 950 pl methanolu

s antioxidanty a bilirubin o objemu 0; 2; 4; 6; 8 nebo 10 pl.

K analyze byla pouzita kolona Poroshell 120 EC-C18 (3,0 x 100 mm; 2,7 pm)
od firmy Agilent s pratokem 0,3 ml/min a vyhifevem na 50 °C. Mobilni faze obsahovala
acetonitril, methanol a vodu (40/40/20 v/v/v) s piidavkem 0,1% kyseliny octové (A)
a druha faze obsahovala acetonitril, methanol a vodu (45/45/10 v/v/v) s ptidavkem 0,1%
kyseliny octové (B). Obsah mobilni faze zacinal na 100 % slozky A, poté kontinudlné
ptesel na 100 % sloZzky B, které byla udrZzovana po dobu 19 minut. Déle opét kontinudlni
pfevod na 100 % slozky A. Promyvaci perioda trvala 11 minut. Do detektoru byl veden
vzorek z HPLC v rozmezi 5 az 45 minut. Hmotnostni detekce probéhla v rezimu SRM.
Parametry pro hmotnostni spektrometrii byly: napéti spreje + 3200 V; teplota odparovace
350 °C; plastovy plyn 40 arbitrarnich jednotek (au); teplota kapilary 320 °C; pratok
pomocnym ventilem 15 au a tlak kolizniho plynu byl nastaven na 0,2 Pa. Byly sledované
prechody pro bilirubin [585,3 — 299,1 (20 V); 585,3 — 271,2 (18 V)] a mesobilirubin
[589,3 — 301,1 (20 V); 589,3 — 273,2 (44 V)]. Napéti na cocce bylo nastaveno na
83 V pro bilirubin a 85 V pro mesobilirubin.

3.8. ELISA pepsinogenu

Pro stanoveni pepsinogenu II byl pouzit Human Pepsinogen II PGC ELISA kit
od spolecnosti Thermo Fisher Scientific a pro stanoveni pepsinogenu I byl pouZzit Human
Pepsinogen I (PGI) ELISA kit od téZe spole¢nosti. VSechny pouzité reagenty a roztoky
byly ptipraveny podle navodu, kromé roztokti vzorki, které byly pfipraveny smichanim
5 pl vzorku s 200 pl fedéného roztoku assay diluent. VSechny vzorky kohorty pacientti

1 kalibracni kiivka byla méfena 2x.

Postup samotné metody byl nésledujici. Na ptisluSnou mikrotitraéni desticku bylo
pipetovano 100 pl roztoku standardu nebo vzorku a za jemného michéani byla desticka
inkubovéna 2,5 hodiny pfi pokojové teploté. Po uplynuti inkubace byly vSechny jamky
3x promyty pomoci promyvaciho roztoku. Déle bylo pfidano 100 pl roztoku konjugatu
biotinu a inkubace pifi pokojové teploté probihala 1 hodinu. Poté byla desticka promyta
stejnym zpusobem a bylo pfidano 100 pl roztoku streptavidinu-HRP. Inkubace
pii pokojové teploté trvala 45 minut a poté byly jamky opét promyty. Nasledné bylo
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pfidano 100 pl substratu TMB a inkubace probihala 30 minut ve tm¢. Po uplynuti této
doby bylo piidano 50 ul stop roztoku a byla méiena absorbance pii 450 nm.

3.9. Méfeni pH a absorbance

Bylo méteno pH vzorkl kohorty sklenénou elektrodou. Hodnoty byly zaznamenavany
a pozdéji byly jednim z parametrii korelaci. Byla méfena i absorbance v maximu
hemoglobinu (540 nm) pro zjisténi pifitomnosti krve ve vzorcich bronchoalveolarni

lavaze.
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Markery gastroezofagealniho refluxu

Jak jiz bylo v teoretické Casti zminéno, existuje n¢kolik markeri, které mohou pomoci
pfi diagnostice gastroezofagealniho refluxu, ktery je rizikovym faktorem chronické plicni
alostépové dysfunkce, kterd je nejvetsi hrozbou pro pacienty po transplantaci plic. Byly
zkoumany Ctyii markery — bilirubin, pepsinogen II, pH a zlucové kyseliny na kohorté
pacientl, kterd obsahovala 35 vzorki bronchoalveolarni lavdze rtznych pacientl
po transplantaci plic. VSechny tyto markery byly zkoumény za ucelem zjisténi, ktery
z jich se muze jevit jako nejspolehlivejsi pro véasnou diagnostiku gastroezofagealniho
refluxu. Markery byly nésledn€¢ porovnavéany s klinickymi 0daji dodanymi Fakultni

nemocnici v Motole (tabulka 3 a 4).

Klinické udaje reflektuji skalu syndromu bronchiolitidy obliterans (neboli obstrukéni
chronické plicni alostépové dysfunkce), kterd se pouziva k hodnoceni a klasifikaci
postupného zhorseni funkce plic po transplantaci. Skala je definovana jako procentudlni
pokles nuceného expira¢niho objemu za 1 sekundu (z anglického ,.forced expiratory
volume in 1 second”, FEV1). Jde o méfeni objemu vzduchu, ktery je schopen pacient
vydechnout za prvni sekundu exspirace béhem spirometrického testu. FEV1 je dilezity
parametr pro hodnoceni funkce plic a je ¢asto pouZivan k diagnostice a sledovani riiznych
plicnich onemocnéni, vcetné¢ syndromu bronchiolitidy obliterans (z anglického
Bronchiolotis obliterans syndrome, BOS) u pacientii po transplantaci plic ®%. Na zakladé

této Skaly se jednotliva stadia BOS definuji takto:

Stadium 0 — stabilni po transplantani hodnota FEV1

Stadium 1 — pokles FEV1 o vice nez 20 % od zakladni hodnoty
Stadium 2 — pokles FEV1 o vice nez 30 % od zékladni hodnoty
Stadium 3 — pokles FEV1 o vice nez 50 % od zékladni hodnoty

Zakladni hodnota FEV1 je definovana jako primér dvou nejvysSich méfeni ziskanych

nejméné tii tydny od sebe .
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4.1.1. Potencialni markery gastroezofagealniho refluxu

Bilirubin byl stanoven metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni detekci. Celkova primérna koncentrace byla 4,82 ng/l; median
2,20 ug/l a rozptyl 44,87 (ug/1)>. U tohoto analytu nebyla pozorovana vyznamn4 korelace
mezi klinickymi idaji a koncentraci bilirubinu. Korela¢ni koeficient mé¢l hodnotu 0,1143
a P-hodnota byla 0,5131. Naopak byla pozorovédna vyznamna korelace mezi
koncentracemi bilirubinu a pepsinogenu II (P = 0,0085) a také mezi koncentraci

bilirubinu a pH (P = 0,0244).

Metodou ELISA byl méfen pepsinogen II. Celkovd primérna koncentrace
pepsinogenu II byla stanovena na 135,52 pg/ml, medidn na 66,35 ug/ml a rozptyl
na 33747,71 (ug/ml)>. Zde také nebyla pozorovana vyznamna korelace mezi klinickymi
udaji a koncentraci pepsinogenu II. Korelacni faktor m¢l hodnotu 0,1305 a P-hodnota
byla 0,4551. Jak jiz bylo zminéno vySe, byla pozorovana vyznamna korelace mezi
koncentracemi pepsinogenu II a bilirubinu (P = 0,0085). Déle byla pozorovana vyznamna

korelace mezi koncentracemi pepsinogenu II a zlu¢ovymi kyselinami (P = 0,0009).

Me¢tfeni pH bylo provedeno sklenénou elektrodou s primérnou hodnotou 5,71;
medidnem 5,54 a rozptylem 0,3110. Minimalni hodnota byla 4,81 a maximalni 6,98.
Zde byla pozorovana vyznamna korelace mezi klinickymi udaji a pH (P = 0,0072).
Takeé byla pozorovana jiz zminéna vyznamna korelace mezi koncentraci bilirubinu a pH

(P = 0,0244).

Posledni analyt, ktery byl zahrnut do korela¢nich analyz, byly celkové Zlucové
kyseliny stanovené enzymatickym kitem od spolecnosti Trinity Biotech. Celkova
primérna koncentrace byla 21,6 umol/l; medidn 13 pmol/l a rozptyl 434 (umol/l)>.
Z hlediska procentualni stranky 31,4 % pacientli mélo koncentraci celkovych zlu¢ovych
kyselin pod 7,99 umol/l, 31,4 % v rozmezi 8,0 az 19,99 umol/l a 37,1 % nad 20,0 umol/I.
Dale byly statisticky vyhodnocovany absorbance slepych vzorki. V ptipadé slepého
vzorku byla pipetovéna deionizovana voda misto reagentu B. Primérnd absorbance byla
stanovena na 0,0656 + 0,0103 s relativni smérodatnou odchylkou 15,7 %. Také zde byla
pozorovana vyznamna korelace (P =0,0021) mezi klinickymi udaji a koncentraci
celkovych Zlu¢ovych kyselin (obrazek 6). Dalsi vyznamna korelace (P = 0,0009) byla

pozorovana mezi jiz zminénou koncentraci zlucovych kyselin a pepsinogenu II.
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Tabulka 3:Namerené hodnoty jednotlivych méreni a zakladni statistické parametry

o Zlucové : e
CHo ppvipi sl PePSogentl Bilinbin
umol/l
1 2,0 5,64 8 66,35 2,10
2 1,0 4,89 20 58,52 1,10
3 1,0 5,27 19 135,49 14,70
4 1,0 5,26 22 1038,26 2,70
5 2,0 6,76 54 65,23 1,40
6 2,0 6,49 13 232,39 8,00
7 1,0 6,14 10 97,06 3,60
8 1,0 5,85 35 60,81 0,40
9 1,0 5,51 9 50,38 4,60
10 2,0 6,89 55 55,22 1,30
11 1,0 6,62 13 121,82 12,40
12 2,0 6,41 32 57,65 6,60
13 2,0 6,07 30 72,75 4,20
14 0,0 5,31 7 113,14 1,20
15 2,0 5,58 15 77,57 1,50
16 0,0 5,06 10 56,59 0,70
17 1,0 6,19 9 78,04 3,00
18 0,0 5,63 12 304,94 16,60
19 1,0 5,22 74 506,56 3,50
20 1,0 5,94 25 209,98 5,20
21 3,0 5,35 65 127,89 2,70
22 1,0 5,46 82 358,56 2,80
23 1,5 6,33 25 102,60 30,50
24 3,0 5,95 15 52,06 0,80
25 1,0 5,34 42 67,55 1,40
26 0,0 5,85 10 62,43 0,40
27 0,0 4,81 6 45,82 1,20
28 1,0 5,30 8 52,50 0,80
29 1,0 5,54 2 51,94 0,40
30 1,0 5,34 6 56,36 1,90
31 1,0 5,03 7 94,99 0,90
32 1,0 5,53 5 54,46 2,50
33 0,0 6,75 7 48,11 23,20
34 1,0 5,37 1 54,85 2,20
35 0,0 5,20 4 54,49 2,10
X 5,71 21,6 135,52 4,82
X 5,54 13 66,35 2,20
o’ 0,3110 434 33747,71 44,87

X — priimér; ¥ - medidn; o° — rozptyl



Tabulka 4: Porovnani korelacnich parametrii mezi jednotlivymi analyzami

, Klinicke Zluéové Pepsinogen ... ..
Analyza adaje kyseliny I Bilirubin
Bilirubin r=0,1143 r=0,3798 r=0,2025 r=0,4380 y
P=0,5131 P=0,0244 P=0,2433 P =0,0085
Pepsinogen 1l | L= 0,1305 r=0,0245 r=0,5361 y
PSINOS P=0,4551 P=0,8888 P =0,0009
o . r=0,5031 r=0,2663
Zlucové kyseliny P=00021 P=01216 X
r=0,4461
pH P =0,0072 x
Klinické udaje X

r — korelacni koeficient; P — hladina vyznamnosti; Oznacené analyzy jsou ty, které maji
mezi sebou vyznamné korelace (P < 0,05). Vysledky nebyly korigovany na mnohocetné

pozorovani.
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Obrazek 6: Bodovy graf znazornujici korelaci mezi klinickymi udaji a koncentract
celkovych zZlucovych kyselin z enzymatickeho kitu.
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Vyznamné korelace se zluCovymi kyselinami se v literatufe objevuji s bilirubinem

nebo pepsinogenem, piipadné pepsinem > &7,

Skupina pod vedenim C. S. Davise se zaméfila na identifikaci rizikovych faktorti pro
gastroezofagedlni refluxni chorobu. Predpokladali, Ze pacienti s idiopatickou plicni
fibrozou (idiopathic pulmonary fibrosis, IPF) maji po transplantaci plic vétsi riziko
obliterativni bronchiolitidy a aspirace obsahu zaludku. M¢fili koncentraci pepsinu
v bronchoalveolarni lavazi u skupiny pacientii po transplantaci plic a vysledky korelovali
s vyhodnocenim funk¢niho vysetfeni jicnu, polykdnim barya a vyprazditovanim zaludku,
aby identifikovali rizikové faktory GERD. Koncentraci pepsinu méfili enzymatickym
imunosorb¢nim testem, ktery byl vyvinut v jejich laboratofi s pouzitim monospecifické
protilatky proti prase¢imu pepsinu. Zjistili, Ze pacienti s IPF méli nejvyssi koncentrace
pepsinu, ale neméli vyznamné vyssi vyskyt obliterativni bronchiolitidy pfi porovnani
s jinymi indikacemi po transplantaci plic. To znamena4, ze pepsin slouZi spise jako citlivy
marker aspirace 7. Toto bylo také podpofeno ve studii Blondeaua a kolegti, ktefi zjistili,
zZe ptitomnost pepsinu a zlucovych kyselin v BALu poskytuji odlisné informace. Pepsin
je obecnym markerem aspirace Zaludeéniho obsahu. Zluéové kyseliny jsou naopak
specifictéjsim markerem, coz mize mit specificky vztah k patofyziologii obliterativni

bronchiolitidy vyvolané aspiraci °.

Detekci zlucovych kyselin a bilirubinu se zabyvala studie, jejiZz hlavni autor je
De Corso E. Mg¢ftili hladinu Zlu€ovych kyselin a bilirubinu ve slindch pacientd,
ktefi podstoupili zalude¢ni operaci. Jako marker zalude¢niho refluxu pouZily pepsinogen
II. Zluové kyseliny byly méfeny enzymatickym kolorimetrickym testem (Kit bile acid)
od firmy Olympus pro stanoveni celkovych zlucovych kyselin v lidském séru. Bilirubin
byl méfen také kolorimetrickym testem (Total Bilirubin Kit) od firmy Olympus
a koncentrace pepsinogenu II byla méfena enzymoveé vazanym imunosorbénim testem
(EDITM Human Pepsinogen II ELISA kit). Pepsinogen II byl méfitelny ve vSech
pozitivnich vzorcich Zluovych kyselin s primémou koncentraci 1,3 ng/ml. Byla
zaznamenana vyznamna korelace mezi zluCovymi kyselinami a pepsinogenem II
(P <0,05). Primérna hodnota celkového bilirubinu ve slindch pacienti se zluCovym
refluxem byla 0,17 mg/dl. Byl také zaznamenén vyznamny korela¢ni vztah (P < 0,05)
mezi hladinou Zlu¢ovych kyselin a celkového bilirubinu °. Avsak v této praci mezi témito

analyty nebyly vyznamné korelace pozorovany.
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Vyznamna korelace mezi Zlucovymi kyselinami a klinickymi tdaji namétend v této
praci podporuje domnénku, ze by zluCové kyseliny mohly byt potencialnim markerem
gastroezofagealniho refluxu.

Ve studii, jejiz autorem je Zhang, C. a kolektiv °, ptedpokladali, ze GERD odrazi
a Skodlivé mikroprostiedi v plicnim alostépu. Vychazeli z predpokladu nékolika studii,
které identfikovaly ZluCové kyseliny jako potencialni marker GERD. Jedna ze studii dosla
k zavéru, Ze 7zluCové kyseliny v BAL maji 67% senzitivitu a 80% specifitu
pro gastroezofagedlni reflux, ktery méfili pH sondou 7°. Pro ovéieni téchto predpokladt
zjistovali, zda jsou zvySené zlucové kyseliny objektivnim prikazem gastroezofagealni
refluni choroby a zda tento problém vyftesi antirefluxni operace. Zjistili, ze tfi mésice
po transplantaci méli pacienti s GERD vyss$i hladinu TCA. Dale bylo zjisténo, ze hladiny
TCA a GCA v bronchoalveolarni lavazi korelovaly se zanétlivymi proteiny (IL-1f3, IL-
12p70 a CCLS5) béhem prvniho roku po transplantaci. Zanétlivé proteiny a TCA byly
také vyznamné snizeny fundoplikaci Nissen (antirefluxni operaci). Taurocholova
kyselina byla tedy spojena s GERD, zanétem plic a chirurgickou korekci refluxu. Jeji
hladiny v kombinaci s vybranymi zénétlivymi markery mohou poskytnou informace
k objektivnimu dikazu gastroezofagealniho refluxu a identifikaci téch, ktetfi mohou mit
prospéch z v€asné antirefluxni operace s cilem sniZit mikroaspiraci Zaludku a zanét
alostépu °.

71

Jejich navazujici studie se zabyvala porovnanim bronchoalveolarni lavaze

a vyplachu velkych dychacich cest (z angl. Large airway bronchial wash, LABW).
u tuberkuldzy, lymfangitni karcinomatdzy nebo periferniho karcinomu plic). Vysledkem
bylo zjisténi, Ze BAL ma vyssi senzitivitu neZ LABW. Naopak LABW muZe byt lepsi
matrici pro detekci plicni mikroaspirace zptisobené gastroezofagedlni refluxni chorobou,
nez je BAL. Dosli k zavéru, ze Zlucove kyseliny (konkrétné TCA a GCA) jsou v LABW
zastoupeny ve vysSich koncentracich nez v BAL. Déle také zjistili, Ze vzorky Zlucovych
kyselin a zanétlivych proteini u LABW spolu vzajemné koreluji, stejné tak koreluji
iu vzorkli BAL z pfedchozi studie °. Také zjistili vzdjemnou korelaci u TCA a GCA

z LABW se zanétlivymi proteiny z BAL (konkrétné se jednalo o IL-1a., IL-1p3, IL-6, IL-
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8, CCL2 a CCL5). Naopak TCA a GCA z BAL korelovala jen s CCL2 a CCL5 z LABW.
Nez se vSak za¢ne misto bronchoalveolarni lavaze pouzivat vyplach velkych dychacich

cest musi se tyto hypotézy nejprve potvrdit dalsimi rozsahlejsimi studiemi 7'

Pro zvyseni citlivosti vysledkd, které byly naméfeny enzymatickym testem, byla
kohorta méfena i na LC-MS/MS, a to néasledujici zlucové kyseliny: kyselina litocholova,
murideoxycholovd,  ursodeoxycholové, hyodeoxycholové, chenodeoxycholova,
deoxycholova, a-muricholové, B-muricholova, o-muricholova, cholova, allocholova,
glykolitocholové, obeticholovd, glykoursodeoxycholovd, glykochenodeoxycholova,
glykodeoxycholova, glykocholova, tauroursodeoxycholovéd, taurochenodeoxycholova,
taurodeoxycholovd a tauro-B-muricholova. Soucet vySe zminénych koncentraci
jednotlivych kyselin mél primérnou hodnotu 0,04 pmol/l, medidn také 0,04 pumol/l,
minimalni hodnotu 0,00 pmol/l a maximalni hodnotu 0,15 umol/l. Je tedy zfejmé, ze
koncentrace méfené na LC-MS/MS neodpovidaji koncentracim naméfenych

enzymatickym kitem. V dalSich krocich byly zjistovany divody, pro¢ tomu tak je.

Bylo ptedpokladano, ze divodem mize byt zlucova kyselina nebo jeji derivat, ktery
nepatii mezi meéfené zlucové kyseliny na LC-MS/MS, protoze enzymatickym testem jsou
méteny vSechny steroidy, které ve své struktuie maji 3o-hydroxyskupinu. Byl vytvofen
smésny BAL smichanim bronchoalveolarni lavaze Sesti rGznych pacientl, kteti byli
enzymatickou analyzou oznaceny za pozitivni. Dale byl smésny BAL charakterizovan
na LC-MS/MS pro zjisténi m/z majoritni slozky nebo slozek ve vzorku. Byly nalezeny
3 matetské ionty (249,2; 500,6 a 502,6), pficemz prvni a druhy sledovany ion byly
meéfeny v pozitivnim modu a tfeti v negativnim modu. Parametry nalezené u matetského
iontu 249.2 m/z jsou uvedeny na obrazku 7 a 8. U matetského iontu 500,6 m/z
v pozitivnim reZimu byl nalezen produktovy ion 269,6 m/z s kolizni energii 16 V.
A u matefského iontu 502,6 m/z byla v negativnim modu nalezen produktovy ion 269,8
m/z s kolizni energii 17 V. Nalezené hodnoty produktovych iontii byly vyuzity pti hledani

analytu v on-line databazich sloucenin, ale toto hledani neptineslo Zadny vysledek.
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Obrazek 7: Kvivka rozpadu iontu 249,2 m/z.
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Obrazek 8: Fragmentacni spektrum iontu 249,2 m/z.
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4.2. Hydrolyza a solvolyza

Pii hledani analytu, ktery zplsobuje rozdil mezi hodnotami naméfenymi
enzymatickym kitem a LC-MS/MS, byla provedena na smésném BALu hydrolyza
a solvolyza. Pokud by byl hledany analyt konjugat nebo sulfat zlucové kyseliny, kterou
jsme méfili na LC-MS/MS, tak by to proces hydrolyzy nebo solvolyzy odhalil.

Jest¢ pred samotnym procesem hydrolyzy a solvolyzy byl smésny BAL méien
na LC-MS/MS a soucet vSech méfenych zlu¢ovych kyselin byl 0,07 umol/l. Konkrétné
se jednalo 0 0,01 umol/l kyseliny litocholové, 0,02 umol/l kyseliny chenodeoxycholové,
0,03 umol/l kyseliny deoxycholové a 0,01 umol/l kyseliny cholové. Pro porovnani byla
provedena i enzymatickd analyza celkovych zlucovych kyselin s primérnou hodnotou

10,20 umol/1 (SD =+ 1,66 umol/l; RSD = 16,25 %).
Provedeni hydrolyzy bylo nejprve podrobeno optimalizaci podminek.

Alkalickou hydrolyzu Zlucovych kyselin provedl v roce 1978 W. T. Beher s kolegy.
Hydrolyzu provedli hydroxidem sodnym o koncentraci 2 mol/l s inkubaci pii 122 °C
po dobu tii hodin. Po uplynuti této doby hydrolyzu zastavili kyselinou chlorovodikovou.
Dosli k zavéru, Ze pii procesu hydrolyzy doslo k minimalni degradaci mono- i dihydroxy
zlucovych kyselin. Degradace trihydroxy Zlu¢ovych kyselin probehla asi jen z 10 %.
Nejvétsimu podilu degradace podlehly volné a konjugované 3-oxo-5B-cholan-24-oové

kyseliny 2.

V této diplomové praci byla vzdy méfena skupina vzorkl: smésny BAL (a jeho
pozitivni kontrola) a bovinni sérum (a jeho pozitivni kontrola). Do sklenéné zkumavky
bylo pipetovano 50 pl smé€sného BALu nebo séra (v piipad€ pozitivnich kontrol byl
k 50 pl analytu pfidan 1 ul GDCA, celkova koncentrace roztoku byla 32 pmol/l). Vzorek
byl odpaten, rozpustén v 2,5 ml 10% KOH a inkubovan 99 minut pii teploté¢ 140 °C.
Po samovolném ochlazeni na laboratorni teplotu byly vzorky okyseleny kyselinou
chlorovodikovou na pH = 1. Déle byla pfiddna smés methanol:chloroform (2:1 v/)
o celkovém objemu 12,5 ml. Vzorek byl zamichan na vortexu a po rozdéleni fazi byla do

zkumavek odebrana horni faze, ktera byla centrifugovana (15 min, 13000 x g, 22 °C),
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odpatena a poté méfena na LC-MS/MS. Vysledky tohoto méfeni ukézaly, Ze hydrolyza

neprob¢hla v zadném vzorku.

Pti dalSim pokusu byly ke vzorktim pozitivni kontroly pfidany 3 pl GDCA misto 1 pl.
Ostatni parametry byly stejné jako u ptfedchoziho meéteni a vysledky ukézaly,
ze ve vzorcich BALu hydrolyza neprobéhla a ve vzorcich se sérem probéhla,
ale z celkové koncentrace 92,3 umol/l GDCA byla namétfena koncentrace 22,6 pmol/l

DCA a 9,1 umol/l GDCA.

Pti opakovani pokusu byl vzorek po prvotnim odpaieni rozpustén v 50 ul bovinniho
séra a nasledn¢ zase odpafen. Dale byl postup totozny jako u predchoziho méfeni.
Po rozdéleni fazi byla na vSech provedena SPE, ktera probihala néasledovné: na vySe
zminénou kolonu byl postupné pipetovan 1 ml 100% methanolu, 1 ml fyziologického
roztoku, vzorek, 1 ml 5% methanolu a 1 ml 20% methanolu. Déle byla kolonka vysusena
a jimana frakce 100% methanolu o objemu 1 ml. Nakonec byly vzorky odpatfeny
azméfeny na LC-MS/MS. Vysledky ukézaly, Ze rozpu$téni v bovinnim séru pred
zacatkem samotné hydrolyzy mélo pozitivni vysledek a hydrolyza probéhla.
Pti kvantitativnim pozorovani zlu€ovych kyselin v rozdélenych fazi bylo nejednoznacné,
ve které fazi bylo vétsi mnozstvi. Misto smési methanol:chloroform bylo pouzito 12,5 ml

fosfatového pufru. V tomto procesu hydrolyza probéhla.

Optimalizace provedeni probéhla i u solvolyzy. Opét byla vSechna méfeni provedena
na smésném BALu (a jeho pozitivni kontroly) i na bovinnim séru (a jeho pozitivni
kontroly). Ke 400 pul vzorku BALu (v pfipad€é pozitivni kontroly bylo pfidano 11 pl
TLCA-S, celkova koncentrace v roztoku byla 50 pmol/l) bylo pifidano 8 ml
ekvilibrovaného ethyl acetatu. Roztoky byly inkubovéany 24 hodin pfi laboratorni teploté.
Po inkubaci byly vzorky neutralizovany roztokem amoniaku a byly sto¢eny centrifugou
(15 min, 13000 x g, 22 °C). Supernatant byl poté vysuSen pii 60 °C a dale méfen
na LC-MS/MS. Timto zptisobem solvolyza neprobéhla.

Za solvolyzu byla zafazena extrakce na pevnou fazi stejné jako po hydrolyze.
Po centrifugaci vzorkii byly na kolonku pipetovany nasledujici roztoky: 1 ml 100%
methanolu, 1 ml fyziologického roztoku, cely objem vzorku, 1 ml 5% methanolu a 1 ml
20% methanolu. Dale byla kolonka vysuSena a frakce byla jimana 1 ml 100% methanolu.

Poté byly vzorky centrifugovany (15 min, 13000 x g, 22 °C) a supernatanty odpateny.
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Vzorky s bovinnim sérem byly pfili§ zasolené, tudiz nesla provést extrakce na pevnou

fazi. Na vzorcich smésného BALu solvolyza stale neprob¢hla.

Pti dalS§im pokusu byla po neutralizaci amoniakem pfiddna centrifugace (15 min,
13000 x g, 22 °C) a odpafeni supernatantu. Vzorky byly nasledné rozpusStény v 1 ml
fosfatového pufru. Dale byl postup totozny s piedchozim pokusem. Timto zplGsobem

solvolyza probéhla z poloviny, coz bylo pro dal§i méfeni vyhodnoceno jako dostate¢né.

Po optimalizaci provedeni byla u smésného BALu provedena hydrolyza. Celkova
koncentrace vSech métenych zlucovych kyselin byla po provedeni hydrolyzy 8,95 umol/I.
Jelikoz se pii hydrolyze piidavalo do smésného BALu 50 pl bovinniho séra, bylo méfeno
1 samotné bovinni sérum. Celkova koncentrace zlu¢ovych kyselin v bovinnim séru byla
4,61 umol/l a tato koncentrace byla od celkové koncentrace zlucovych kyselin v BALu
odectena. Soucet koncentraci Zlucovych kyselin v smésném BALu po odecteni bovinniho
séra byl 4,34 umol/l. Konkrétni hodnoty namétenych Zluovych kyselin jsou uvedeny
v tabulce 5. Vyraznéj$i nértst koncentrace zlu€ovych kyselin po hydrolyze je vidét
u chenodeoxycholové kyseliny. To miize znamenat pfitomnost néjakého jiného

konjugatu, ktery se standardné na LC-MS/MS nemé&ii.

Jak bylo uvedeno vyse, ve studii pod vedenim C. Zhanga ? zjistili, Ze pacienti méli
tf1 mésice po transplantaci plic vyS$si hladinu TCA, coz se lisi od vysledkii namétenych
v této praci. Koncentrace kyseliny taurocholové byla ve vzorku smésného BALu
po hydrolyze 0,02 pumol/l. Také zjistili korelaci mezi TCA a GCA se zanétlivymi

proteiny, ty ale nebyly pfedmétem této prace, takZe nelze tyto vysledky porovnat.

Na LC-MS/MS byly nasledné¢ na smésném BALu méfeny konjugaty aminokyselin
kyseliny chenodeoxycholové. Vysledné retencni Casy a plochy piki jsou uvedeny
v tabulce 6. Nejvétsi plochu piku méla kyselina s konjugovanym prolinem (402070).
Déale mély vyrazny pik konjugaty s lysinem, glutaminem, izoleucinem a alaninem.
Pro zjisténi koncentrace danych konjugatii bude potieba vyrobit standardy. To by mohl
byt dalsi krok vyzkumu této problematiky. Touto problematikou se jako prvni vénoval

Quinn a jeho kolegové a také popsal vyrobu jednotlivych standardii 7.

Aminokyselinami konjugované ZluCové kyseliny se objevili v relativné nové studii

pod vedenim Y. Ma a kolektivu. Zaméfili se na vytvoreni nového nastroje pro komplexni
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popis aminokyselinovych konjugatii se zlu¢ovymi kyselinami, protoZze nedavno bylo
zjisténo, ze lidsky mikrobiom konjuguje zlucové kyseliny i1 s dalSimi zlucovymi
kyselinami nez jen s glycinem a taurinem. Vytvoftili semi-empirickou MS/MS knihovnu
pro zlucové kyseliny konjugované s 18 béznymi aminokyselinami. Tyto aminokyseliny
byly chemicky konjugovany s kyselinou litocholovou, deoxycholovou a cholovou.
Vytvoftili poloempirickou MS/MS knihovnu s obsahem 180 raznych struktur. Pro dikaz
svého konceptu analyzovali lidské, psi a potkani fekalie a popsali celkem 171 zlucovych
kyselin konjugovanych s aminokyselinami. Z toho poctu jich celkem 105 validovali

na zakladé retenénich &asti se syntetizovanymi slou¢eninami 7.

Tato knihovna by mohla byt dobrym nastrojem i pro nalezeni neznamého analytu
zpisobujici disproporci mezi koncentracemi méfenymi enzymatickym testem
a kapalinovou chromatografii. Bohuzel byla tato studie uverejnéna az pti sepisovani této
prace. Nicmén¢ by to mohl byt slibny dalsi krok k vyzkumu spolehlivého diagnostického

markeru gastroezofagealniho refluxu.

Po optimalizaci podminek provedeni byla na smésném BALu provedena i solvolyza.
Celkova koncentrace vS§ech métenych Zlucovych kyselin byla 1,51 pmol/l. Pfi tomto
provedeni nebylo pfiddvano bovinni sérum, tudiz nebylo ani odecitano, jako v ptipadé
hydrolyzy. Konktrétni naméfené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 5. V tabulce je vidét,
ze u kyselin TLCA-S a GCDCA-3S byla detekovana mald koncentrace, coz ukazuje,
ze solvolyza zde neprobéhla ze 100 %. Také zde nebyl zaznamenan zadny vyrazné&jsi
nartst koncentrace jednotlivych Zlu¢ovych kyselin, tudiz 1ze fici, Ze ve vzorku smésného

BALu neni sulfatovana Zadna kyselina, kterou umime méfit.
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Tabulka 5 — Namérené koncentrace jednotlivych zlucovych kyselin

Smésny BAL  Bovinni sérum

Odecet

Smésny BAL

Zluéova BAL — bovinni
po hydrolyze  po hydrolyze po solvolyze
kyselina sérum
(umol/T) (umol/T) (umol/T)
(umol/l)

LCA 0,88 0,27 0,61 1,02
MDCA 0,02 0 0,02 0,01
UDCA 0,01 0,01 0 0
HDCA 0,03 0 0,03 0
CDCA 4,31 2,76 1,55 0,05

DCA 1,44 0,62 0,82 0,05
a-MCA 0 0 0 0
B-MCA 0 0 0 0
o-MCA 0 0 0 0

HCA 0 0 0 0

CA 0 0 0 0
AlloCA 0 0 0 0
GLCA 0,01 0,01 0 0,03
OCA 0 0 0 0
GUDCA 0,06 0,02 0,04 0,04
GCDCA 0,48 0,3 0,18 0,05
GDCA 0,08 0,03 0,05 0,02
GCA 0,07 0,04 0,03 0,1
TUDCA 0,11 0,02 0,09 0
TCDCA 0,32 0,1 0,22 0,02
TDCA 0,12 0 0,12 0
TB-MCA 0,03 0 0,03 0
TCA 0,05 0,03 0,02 0,01
TLCA-S 0,36 0,14 0,22 0,09
GCDCA-3S 0,57 0,26 0,31 0,02
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Tabulka 6 — Nameérené retencni casy a plochy pikii jednotlivych konjugatii aminokyselin
kyseliny chenodeoxycholové

Aminokyselina Produktovy ion Retenc¢ni Cas Plocha piku
(m/z) (min)

Gly 466,3 11,11 1962
Ala 480,30 13,28 129858
Val 508,3 10,31 5575
Ile 522,30 7,97 193951
Asp 524,30 7,96 14378
Asn 524,30 7,96 14378
Glu 538,30 8,37 99045
Gln 537,30 8,37 304392
Arg 565,30 11,13 2820
Lys 537,30 8,37 304392
His 546,30 13,31 1247
Phe 556,30 8,4 2463
Ser 496,30 13,27 26286
Thr 510,30 11,11 7131
Tyr 572,30 10,3 50024
Trp 595,30 10,33 927
Met 540,30 8,4 4809
Cys 512,30 10,13 999
Pro 506,30 10,27 402070

SeCys 559,30 2,17 1874
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4.3. Extrakce na pevnou fazi

Extrakce na pevnou fazi byla do méfeni smésného BALu zatfazena pro zjisténi,
v kolika procentnim methanolu se d& ocekavat vyskyt neznamého analytu pii méteni
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s tandemovou hmotnostni detekci. Byly
provedeny 2 sady testii. Jedna byla po lyofilizaci rozpusténa ve fyziologickém roztoku,

druha v bovinnim séru.

Koncentrace zlucovych kyselin v jednotlivych frakei methanolu byla méfena
v dubletech, koncentrace ve fyziologickém roztoku a v séru také. Primérné koncentrace
celkovych Zlu¢ovych kyselin ve fyziologickém roztoku je 5,00 umol/l, v bovinnim séru
14,00 umol/l. Primérné koncentrace celkovych Zlucovych kyselin ve smésném BALu
byly nasledné odecteny od primérnych koncentracich celkovych zlucovych kyselin
naméfenych ve fyziologickém roztoku nebo bovinnim séru a vyjadfeny v procentech
Vypoctené primérné koncentrace a procentudlni zastoupeni koncentrace celkovych

zluCovych kyselin v jednotlivych frakci jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7 — priimerné koncentrace celkovych zlucovych kyselin, fyziologického roztoku
a bovinniho séra v jednotlivych frakci methanolu

Rozpoustédlo po lyofilizaci: Rozpoustédlo po lyofilizaci:
Fyziologicky roztok Bovinni sérum
Frakce Koncentrace  Procentualni Frakce Koncentrace  Procentualni
methanolu BALu zastoupeni | methanolu BALu zastoupeni
(%) (nmol/l) (%) (%) (pmol/l) (%)
20 9,14 21,5 20 7,28 20,2
40 9,21 21,7 40 8,98 24,9
60 9,43 22,2 60 6,38 17,7
80 6,79 16,0 80 7,63 21,1
100 7,86 18,5 100 5,85 16,2

Koncentrace celkovych zZlucovych kyselin v BALu je uvedena po odectu od koncentrace
celkovych Zlucovych kyselin ve fyziologickém roztoku nebo v bovinnim séru.
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Z vysledki je patrné, ze v zadné frakci neni vyrazné procentualni zastoupeni
celkovych Zlucovych kyselin. Mize to byt zplisobeno pfitomnosti rtiznych latek

(steroidnich hormonti, cholesterolu, a dalSich) obsahujicich 3a-hydroxyskupinu.
4.4. Méfeni absorbance Zlu€ovych kyselin

Na kohort¢ pacientti byla mimo jiné méfena i absorbance v maximu hemoglobinu pfi
540 nm pro zjisténi, zda bronchoalveolarni lavaz riiznych pacienti neobsahuje krev.
Navsech 35 vzorcich byla naméfena hodnota absorbance 0,0000, coz vyloucilo
ptitomnost krve ve vzorcich. V ptipadé€, ze by se ve vzorcich bronchoalveolarni lavaze
vyskytovala krev, mohlo by dojit k faleSné pozitivité, protoze krev obsahuje zlucové

kyseliny.
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5. Zaveér

Bylo provedeno méfeni a nasledné korelaéni hodnoceni ctyf markert
gastroezofagealniho refluxu s klinickymi idaji dodanymi Fakultni nemocnici v Motole.
S klinickymi tdaji vyznamné korelovalo pH a koncentrace Zlu¢ovych kyselin méfenych
enzymatickym testem. Déle byly provedeny korelacni analyzy vzajemn¢é mezi ostatnimi
markery a byla zjiSténa vyznamna korelace mezi pH a bilirubinem, pepsinogenem II

a zluovymi kyselinami a mezi bilirubinem a pepsinogenem.

Dale byly nalezeny 3 matetské a jejich produktové ionty, které by mohly odpovidat
disproporci v koncentracich zluCovych kyselin méfenou enzymatickym testem
a kapalinovou chromatografii. O jaké molekuly se jedna by mé&lo byt predmétem dalsiho
vyzkumu. Dvé z nich v§ak maji ptili§ malou molekulovou hmotnost na to, aby se mohlo

jednat o zlucovou kyselinu, a navic se objevuji v pozitivhim modu.

Na vzorcich smésného BALu byla provedena hydrolyza a solvolyza za G¢elem zjisténi,
zda je nezndmy analyt konjugovan nebo sulfatovan. Vysledky hydrolyzy poukazuji na to,
ze hledany analyt by mohl byt konjugovan jinou aminokyselinou, kterou bézné nemétime
kapalinovou chromatografii. Byly tedy méfeny aminokyselinové konjugaty kyseliny
chenodeoxycholové. Pro zjisténi, zda je hledany analyt konjugat s jinou aminokyselinou

nez s glycinem a taurinem, je ovSem potieba dalsi vyzkum.
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