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Seznam pouzitych zkratek:

ADAM A Disintegrin And Metalloproteinase
ALP Alkalicka fosfataza

ALT Alaninaminotransferaza

AMK Aminokyselina(y)

BrAMN 2-bromoacetyl-6-methoxynaphthalen
CA Kyselina cholova

CDC Kyselina chenodeoxycholova

CYP27ALl Sterol 27- hydroxylaza

CYP7A1 Cholesterol 7 a-hydroxylaza
CYP8BL1 Sterol 12 a-hydroxylaza

DC Kyselina deoxycholova

EDC N-(3 Dimethylaminopropyl)-N’'-ethylcarbodiimid hydrochlorid
FGF15/19 Fibroblast growth factor 15/19
FGFRA4 Fibroblast growth factor receptor 4

FLD Fluorescenéni detektor

FXR Farnesoid X receptor

GC Kyselina glykocholova

GCDC Kyselina glykochenodeoxycholova

GDC Kyselina glykodeoxycholova

GUDC Kyselina glykoursodeoxycholova
HNF4a Hepatocyte nuclear factor 4

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
IL Interleukin

KHCOz3 hydrogenuhlicitan draselny


http://en.wikipedia.org/wiki/Disintegrin
http://en.wikipedia.org/wiki/Metalloproteinase

LCA Kyselina litocholova
Lo Mez detekce

Lo Mez stanovitelnosti

LRH-1 Liver-related homolog-1

MCA Kyselina muricholova

MMP Matrix metaloproteindza

MPAC-Br 3-[4-(Bromomethyl)phenyl]-7-(diethylamino) coumarin
NBD-F 4-Fluoro-7-nitrobenzofurazan

NBD-H 4-Hydrazino-7-nitro-benzofurazan hydrazin addukt

PXR Pregnane X receptor

SHP Small heterodimer partner

TDeABr Tetrakis (decyl) ammonium bromid

TGFa Transforming growth factor a

TNFa Tumor necrosis factor a

UDCA Kyselina ursodeoxycholova

7K Zlugové kyseliny
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1 Cile prace

e Optimalizace a zavedeni vhodné metody pro stanoveni jednotlivych zlucovych kyselin a

jejich konjugatti, ve vzorcich mysiho séra, zluci a jaternim extraktu

e Potvrzeni &i vyvraceni hypotézy o polarité konjugovanych a volnych ZK

2 Uvod

Zludové kyseliny (ZK) jsou organické latky steroidni povahy a jsou nedilnou souéasti Zluéi.
Ve své molekule maji steroidni jadro, hydroxylové skupiny -OH a karboxylovou skupinu
-COOH. Diky této chemické struktufe jsou to amfipatické slouceniny, pfirozené tenzidy. Jejich
funkce v organismu je zejména emulgace a vstiebavani tukt piijatych potravou, tim padem také
absorpce lipofilnich latek (vitaminy A, D, E, K). Dale pak eliminuji cholesterol z organismu a
napomahaji jeho rozpousténi ve zluci. V poslednich letech se zjistilo, ze mohou slouzit i jako
signalni molekuly, které reguluji nékteré metabolické procesy v téle. Nékteré ZK se vyuzivaji pti
lécbe jaternich onemocnéni, zejména cholesterolovych zlu¢nikovych kamend, ale nékteré jsou
pro organismus toxické. Slouzi také jako dalsi ukazatelé jaterniho poSkozeni ¢i funkce jater.

Proto je déilezité hladinu ZK v organismu sledovat.
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3 Biosyntéza zZlucovych kyselin

Biosyntéza zlucovych kyselin je hlavnim mechanismem odbourani cholesterolu u savci
(Russell 2003). Cholesterol je transformovan na rozpustnéjsi molekuly, zluc¢ové kyseliny, které
lze snadnéji vyloucit z jater do zlu¢i (Russell 2003). Podle mista a mechanismu vzniku je
rozdélujeme na primarni a sekundarni. Kyselina cholova (CA), chenodeoxycholova (CDC), u
hlodavct také a a f muricholovad (a a f MCA) (Fu et al. 2014), a ursodeoxycholova (UDCA) u
medvéda (Alnouti et al. 2008), vznikaji jako primarni zluCové kyseliny v hepatocytech,
hydroxylaci cholesterolu na sedmém uhliku. Reakce je katalyzovana enzymem cholesterol 7 a-
hydroxylazou (CYP7AL), ktery patii do skupiny cytochromt P450 (King 1996). Tato cesta
syntézy je oznacovana jako klasickd. U mysi ale syntéza primarnich zlucovych kyselin mize
probihat az z 25% alternativni cestou, hydroxylaci cholesterolu na sedmadvacatém uhliku, za
ucasti mitochondrialniho enzymu sterol 27- hydroxylazy (CYP27A1) (King 1996). V posledni
fazi syntézy dochazi ke zkraceni postranniho fetézce o tii uhliky (Chiang 2009).

Pied exkreci do Zluée mohou byt primarni ZK konjugovany s aminokyselinami (Obr.1).
Nejcastéji s glycinem nebo taurinem (Alnouti et al. 2008). Tyto glyko- a tauro- konjugaty maji
vyrazné niz$i pKa a tim padem jsou Iépe rozpustné v alkalickém pH tenkého stfeva (Gu et al.
1992). Zde maji velky vyznam pii tvorbé micel a emulgaci tukd pfijatych potravou. Jsou také

nezbytné pro vstiebavani vitamind rozpustnych v tucich - A,D,E,K.

OH \I H OH &

|
C—~N-CH,CO0H Ic'-n‘:f(crb)zwsow
(0] /E O
HO OH Ho/(j OH
H H
Glycocholic acid Taurocholic acid

Obrazek 1: Konjugace CA s aminokyselinami (King 1996)
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Celkoveé je v syntéze zluCovych kyselin zahrnuto pies 17 enzymia (Alnouti et al. 2008).
Mutace v genech koédujicich tyto enzymy mohou zptsobovat Siroké spektrum onemocnéni, od

jaterniho selhani v détstvi po progresivni neuropatie v dospélosti (Russell 2003).

3.1 Enterohepatalni cirkulace

V tenkém stfevé jsou primarni ZK modifikovany stievni mikroflorou. Dochazi k dekonjugaci
aminokyselin pomoci enzymu ze skupiny hydrolaz, ktery se nachdzi ve vétSin€ stfevnich
barkterii. 7 a-dehydroxylace probiha v nékolika kmenech rodu Clostridium (Zhou a Hylemon
2014). Timto mechanismem vznikaji sekundarni Zluc¢ové kyseliny (Mayes 2001). Mezi né patii
kyselina deoxycholovd (DC), ktera vznika pfeménou kyseliny cholové, litocholova (LCA) z
kyseliny chenodeoxycholové (Mayes 2001), wmuricholova (wMCA) a murideoxycholova
(MDCA) (Fu et al. 2014), ob¢ pteménou muricholové kyseliny.

V posledni ¢asti tenkého stieva, ileu, se vétsina ZK resorbuje. Az 95% zluéovych kyselin
vyloucenych do stfeva je transportovano portalnim systémem zpét do jater. Tento d€j se nazyva
enterohepatdlni cirkulace (Obr.2). Mize probdhnout az desetkrat denng, pfi¢emz ztraty ZK

stolici jsou malé. Ty jsou doplnény syntézou ZK z cholesterolu. (Mayes 2001)

12
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Obrdazek 2: Enterohepatalni cirkulace (Zhou a Hylemon 2014)

3.2 Zludové kyseliny jako signalni molekuly

7K jsou pfirozené ligandy specifickych jadernych receptorii - Farnesoid X receptoru
(FXR), Pregnane X receptoru (PXR), vit D receptoru a receptort spirazenych s G proteinem.
Svym navazanim jsou schopny je aktivovat. Tyto jaderné receptory jsou transkripcni faktory,
které po aktivaci reguluji expresi cilovych genti (Claudel et al. 2005). Afinita jednotlivych ZK
k receptorim se lisi. Pro FXR receptor je nejlep$im aktivatorem kyselina chenodeoxycholova
(CDCA). Kyselina litocholova (LCA), ma nejvétsi afinitu k vit D receptoru a PRX. To
koresponduje s tim, ze PRX a vit D receptory maji pro buniky ochrannou funkci. Jejich
aktivaci totiZ dochazi k tomu, Ze se zvysi exprese gent, které koduji enzymy Stépici LCA na
hydrofiln€jsi molekuly, (Zhou a Hylemon 2014) a tim odstranuji tuto hydrofobni Zlu¢ovou

kyselinu, ktera je v nadbytku cytotoxicka.
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3.3 Farnesoid X receptor a regulace syntézy zZlucovych kyselin

Syntéza zlu¢ovych kyselin musi byt velmi striktné regulovana. Pfi jejich trvalé nadprodukci a
hromadéni miize dochazet k chronickému poskozeni jater, nasledné vzniku jaternich onemocnéni
v&etné karcinomu jater. Regulace syntézy ZK je zajisténa systémem negativni zpétné vazby. To
znamend, Ze pokud se ZK za¢nou akumulovat, dojde ke sniZeni exprese dvou hlavnich enzymii
syntézy, CYP7A1 a CYP8BI1 (Russell 2003). Pravé v tomto procesu ma nejvetsi alohu FXR. Je
to specificky jaderny receptor, ktery je aktivovan navazanim ZK a blokuje syntézu z cholesterolu.

Tento receptor je nejvice zastoupeny v jatrech a stievé (Claudel et al. 2005).

3.3.1 Inhibice cholesterol 7a-hydroxylazy

Aktivaci FXR ve stfevech se indukuje fibroblast growth factor 15/19 (FGF15/19). Ten se pak
vaze na specificky receptor fibroblast growth factor receptor 4 (FGFR4) v hepatocytech a dojde

tak ke spusténi signalni kaskady, ktera vede ke snizeni exprese genu pro CYP7A1 (Obr.3) (Zhou
a Hylemon 2014).

3.3.2 Inhibice sterol 12a-hydroxylazy

Enzym 120-hydroxyldza (CYP8B1), je nezbytny pro syntézu CA. Jeho aktivita udava také
pomér CA/CDCA pfi klasické cesté biosyntézy ZK (Zhou a Hylemon 2014). Jeho inhibice
exprese zac¢ina vazbou aktivovaného FRX na DNA, tzv. ,,FXR response elements“ (FXRES) a
zvySenim exprese genu kodujici atypicky jaderny receptor (SHP) (Claudel et al. 2005). Promotor
SHP, totiz obsahuje FXREs, coz vysvétluje, ze FXR stimuluje jeho transkripci (Russell 2003).
SHP se na DNA nevaze, ale interaguje s n¢kolika transkripénimi faktory, jako jsou hepatocyte
nuclear factor 4 (HNF4a) a liver related homolog-1 (LRH-1). Tim dojde k ihnibici transkripce
genu CYP8BL1 (Zhou a Hylemon 2014).
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Obrazek 3: Inhibice CYP7AL (Chiang 2009)

3.4 Cholesterol

Cholesterol je organicka latka, ktera patii mezi nejvyznamnéjsi steroidy. Zakladem struktury
je steran, slozeny ze 17 uhlikovych atomt (Dostal et al. 2012). Do organismu muze byt
cholesterol pfijiman potravou ve formé estert cholesterolu nebo je syntetizovan de novo.
Zdrojem jsou hlavn€ ZivociSné tuky. Syntéza probihd témétf ve vSech tkanich, ale nejvice
Vv jatrech z AcetylCoA, za katalyzi HGM-AcetylCoA syntazy. Cholesterol je soucasti bunécnych
membran, prekurzorem steroidnich hormoni (kortikoidy, androgeny, estrogeny a gestageny),
vitD a zlucovych kyselin (Soska 2011). V krvi je transportovan navazany na protein. Tyto
vzniklé lipoproteinové Castice, jsou vice polarni, a tudiZ 1ze hydrofobni cholesterol snadnéji
transportovat ve vodném prostfedi plazmy. Podle hustoty, kterou udavd pomér proteint
a triacylglyceroll rozdélujeme lipoproteiny (LP) do péti skupin: chylomikrony, VLDL (very low
density lipoprotein), IDL (intermediate density lipoprotein), LDL (low density lipoprotein)
a HDL (high density lipoprotein) cdstice. HDL transportuji cholesterol z perifernich tkani zpét do
jater, odkud je vylu¢ovan do zluce a dale eliminovan. LDL Ccastice transportuji naopak estery

cholesterolu z jater do tkani.
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3.5 Metabolismus lipida

V metabolismu lipidi maji ZK dalezitou roli pfi jejich absorpci ve stievé. Lipidy jsou
hydofobni latky rostlinného ¢i zivocisného puvodu. Zakladem molekuly jsou mastné kyseliny
(MK) a alkohol. Reakci téchto slozek pak vznikaji estery. Kromé MK a alkoholi mohou
obsahovat i dalsi slozku, vétSinou polarni (protein, kyselinu fosforecnou, sacharid, apod.). Tyto
lipidy se nazyvaji slozené lipidy a maji vzdy hydrofilngjsi charakter. V téle maji tuky mnoho
dalezitych funkci (Dostal et al. 2012).

e Zasoba energie

e Soucasti bunénych membran

¢ Pfijem esencialnich MK potravou

e Prekurzory nékterych regulacnich molekul (prostaglandiny, leukotrieny, tromboxany)
¢ Tepelna izolace

Traveni tukl zacind v zaludku. Jsou Stépeny zaludecni lipazou, coz je enzym ze skupiny
hydrolaz. Nejzasadnéjsi faze metabolismu lipidi probiha v tenkém stievé, v duodenu. Dochazi
zde k jejich emulgaci Zlu¢ovymi kyselinami (Obr.4) (Dostal et al. 2012). Svoji hydrofobni ¢asti
se navazi k lipidim a hydrofilni ¢ast sméfuje do okolniho prostfedi. Emulgace usnadiiuje ptistup
pro pankreatickou lipazu, kterd zahdji dalsi hydrolytické §té€peni. Produktem jsou volné MK a
2-monoacylglycerol (alkohol) nebo také volny cholesterol (Dostal et al. 2012). Vsechny tyto
molekuly vstupuji do enterocytii, které pokryvaji sliznici stfeva. Pro usnadnéni difiize se vytvareji
tzv. smésné micely. Vznikaji na rozhrani mezi lumen a membranou bunék. Zde maji ZK kli¢ovou

roli (Dostél et al. 2012).
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Obrdzek 4: Emulgace lipidti (ANON. 2013)

3.6 Zludové cesty

Slouzi k odvadéni zluce do zlu¢niku a do tenkého stfeva. Z hlediska anatomie je rozdélujeme

na intrahepatalni (Obr.5) a extrahepatalni (Obr.6).

3.6.1 Intrahepatilni Zlu¢ové cesty

Zacinaji v parenchymu jater jako systém kapilar bez vlastni vystelky (Canaliculi biliferi).
Prochazeji uvnitt jaterniho lalicku mezi trdmci hepatocytii. Smérem k portobiliarnimu prostoru,
tzn. od centralni zily k periferii lalicku, se formuje Herringtv kanalek (ductus bilifer), vystlany
kubickym epitelem. Ten odvadi Zlu¢ do interlobularniho zlu¢ovodu (ductus bilifer interlobularis)

v portobilidarnim prostoru (Safka 2010).
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Obrazek 5: Intrahepatalni zlu¢ové cesty (Karoliska Institutet 2014)

3.6.2 Extrahepatalni ZluCové cesty

Navazuji na intrahepatalni cesty spojenim interlobularnich Zlu¢ovodi v lobarni vyvody
(ductus hepaticus dexter et sinister). Témi Zlu¢ opousti jatra. Extrahepatalni zlu¢ové cesty
pokracuji spoleénym jaternim vyvodem (ductus hepaticus communis), ktery vznika spojenim
lobarnich vyvodi. K nému se pfipojuje vyvod Zluéniku (ductus cysticus) v oblasti ligamentum
hepatoduodenale. Posledni ¢asti zlu¢ového traktu je ZluCovod (ductus choleductus). Jim je zlué¢
odvadéna do tenkého stieva. K extrahepatickym zluCovym cestam patii také zluénik (vesica
biliaris), ktery slouzi jako zasobnik zluc¢i (Safka 2010). Pfestoze se Zluénik nachazi u vétsiny
savcu, u nékterych druhd, napt. krysa (Hebel a Stromberg 1986) nebo kin (Nickel et al. 1979),
zcela chybi.
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Obrdazek 6. Extrahepatalni zZluc¢ové cesty (Svojtka a Vasut 1996)

3.7 Toxicita versus lé¢ebné ucinky Zlucovych kyselin

Biologické vlastnosti a aktivita ZK je tizce spojena s chemickou strukturou jednotlivych

molekul. Nejvice zavisi na:
e poctu -OH skupin
e o ap pozici -OH skupin (prostorova orientace)
e konjugaci s aminokyselinou (AMK)

Tyto faktory ovliviiuji hydrofobicitu ZK, coz udava jejich toxicitu a litogenicitu (Thomas et al.
2008). Obecné plati, ¢im hydrofilngjsi (polarnéjsi) molekula, tim méné je toxicka pro
organismus. Z hlediska hydroxylovych skupin, jsou hydrofilngjsi ty zlu¢ové kyseliny, které maji
ve své molekule vétsi pocet —OH. Vice neZ na poctu ale zéalezi na jejich prostorové a ¢i f3
orientaci. Jestli-ze se hydroxylové skupiny nachazeji pouze v pozici o, je molekula zlucové
kyseliny méné hydrofilni nez ta, ve které jsou hydroxyly orientovany ekvatorialng, tzn.
Vv B pozici, a to 1 v piipadé, ze pocet —OH je stejny. Napt. Ursodeoxycholova (UDCA) a
chenodeoxycholova (CDCA) (Obr.7) (Thomas et al. 2008).
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Ursodeoxycholova a muricholova (MCA) jsou nejvice hydrofilni zlucové kyseliny. UDCA se
vyuziva pro 1écbu cholesterolovych zluénikovych kameni (Wang a Tazuma 2002). Principem
1éCby je snizeni rychlosti sekrece zluci a snizend absorpce cholesterolu v tenkém stieveé, tim
padem niz$i saturace zIuci cholesterolem (Wang a Tazuma 2002). Bylo zjisténo, Ze ma dalsi
pozitivni G¢inky a da se vyuzit k 1écbé i jinych jaternich onemocnéni, a to primdrni biliarni
cirhozy, intrahepatalni cholestdazy a dalSich cholangiopatii (Buryova et al. 2013). Souhrn¢ mezi

tyto uinky patii:
e zvySeni rozpustnosti endogennich ZK
e stimulace hepatocelularni a duktularni sekrece zluci
e ochrana bun¢k pied poSkozenim cytokiny a zlu¢ovymi kyselinami
e protizanétlivé uCinky — Snizeni mnozstvi prozanétlivych cytokinti TNFa, TGFa a sMet
e ochrana bung¢k proti apoptdze

MCA je primarni trihydroxylova ZK a je nejvice zastoupena ve Zlu¢i mysi a potkanti. Bylo
prokézano, ze velmi u€inné snizuje riziko vzniku cholesterolovych kament i jejich 1écbu u mysi

(Wang a Tazuma 2002).

V roce 2002 probé&hla studie, ve které byly srovnavany ucinky UDCA a BMCA na rozpousténi
a prevenci vzniku cholesterolovych kamenil u mysi. Experimentélni zvitata byla 8 tydnii krmena
specialni dietou, ktera vyvolala tvorbu cholesterolovych kamenii. Cast mysi dostivala navic
UDCA nebo BMCA. Vysledek byl takovy, Ze se u vSech mysi vytvofily cholesterolové kameny.
Piimés UDCA snizila vyskyt na 50%, PMCA na 20%. Ob& ZK snizily sekreci zlu¢i, saturaci
zluci cholesterolem a absorpci cholesterolu v tenkém stfevé. Dale bylo sledovano, jaky efekt mayji
na prevenci vzniku cholelitidzy, neboli na prevenci tvorby kament. V piipadé PMCA doslo
Kk rozpusténi 100% kament, u UDCA 60%. Zavérem této studie lze fici, ze BMCA je efektivnéjsi
Vv 1écbe 1 prevenci cholesterolovych kamenti u mysi. Mohla by byt dalSim potencidlnim lékem pro

lidské pacienty (Wang a Tazuma 2002).

Oproti tomu za nejvice toxickou zlu€ovou kyselinu je povazovana litocholova kyselina (LCA).
Je to monohydroxylova sekundéarni zlucovéa kyselina, ktera vznika z primarni CDCA a u ¢lovéka

muze byt metabolizovana z UDCA v tlustém stfevé (Hofmann 2004). P#i cholestatickych
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onemocnénich (napf. obstrukce Zlutovych cest) dochazi k akumulaci ZK v jatrech, coz ma
toxické ucinky na tkan. U mysi, kde byla obstrukce simulovana podvazanim zlu¢ovodi (BDL-
bile duct ligation), se rozvinuly charakteristické lokalizované nekrozy v jaternim parenchymu
(Woolbright et al. 2014). Dale bylo prokazano, ze hromadéni LCA a jejich metabolit u mysi,
které byly touto Zzlucovou kyselinou krmeny, vede k precipitaci LCA v intralobulérnich
Zlu¢ovodech a uzavéru zluGového systému, piipominajici cholestazu z BDL (Woolbright et al.
2014) a indukuje fibrozu jater (Fickert et al. 2006). V plazmé téchto mysi byly naméfeny vysoké
aktivity enzymu signalizujici jaterni poskozeni. Pomoci real time PCR metody, se zjistovala
exprese gend, kodujici prozanétlivé cytokiny. Silné zvySena exprese byla u nékolika gent,
zahrnujici interleukiny (IL-6, IL-1B, IL-10), chemokiny a adhezivni molekuly (ICAM-1)
(Woolbright et al. 2014).
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Obrizek 7: Obecna struktura molekuly ZK a tabulka hydrofobicity (Thomas et al
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4 Prakticka c¢ast

4.1 Uvod do praktické &asti

Pracuji v laboratofi oddéleni Transgennich modelti nemoci na Ustavu molekularni genetiky

AV CR v.v.i. jako histologicky laborant.

., Laborator se zabyva vyvojem novych modelit nemoci pomoci modernich transgennich
technologii a soustreduje se na vyzkum fyziologické a patologické role vybranych proteadz, tj.
proteolytickych enzymii, které se specificky podileji nejen na vyvoji ruznych tkani, ale jsou
spoluzodpovedné napriklad za vyvoj imunitnich chorob, zanétii nebo rakovinovych procesii.
Vyzkumné projekty se zaméruji na studium procesu spojenych s vyvojem zanétu a fibrozy jater.
V techto procesech zkoumame funkci metaloproteindaz rodin MMP a ADAM a jejich inhibitorii.
Studujeme zejména ulohu ADAMIO pri regeneraci, zanetu a vyvoji fibrozy v jatrech pomoci
myStho modelu, ktery je kondiciondlné deficientni pro gen proteindzy ADAMIO v jatrech.
Vytvarime transgenni myssi modely pro studium role aktivace jaternich hvézdicovych bunek

(HSC) a myofibroblastit v jaterni fibrogenezi.*“ (Sedlacek 2012)

Problematika Zlucovych kyselin se v na$i laboratofi fadi mezi sekundarni fenotypizacni
analyzy, jako dopliujici informace o mife jaterniho poskozeni, které je indukovéno u
experimentalnich zvifat riznymi modely na urovni DNA. V soucasné dob¢ jsme schopni zméfit
celkové zluCoveé kyseliny ve vzorcich mysiho séra, Zluci a jateniho extraktu, na biochemickém
analyzatoru. Tato metoda je dostatecné citliva, coZ je nezbytné pro nizké koncentrace ZK v séru.
Nicméné nevyhodou je, Ze je pouze kvantitativni. Dal$i moZnosti je analyza mysi zlu¢i na HPLC
s UV/VIS detekei. Toto stanoveni je vyhodn&jsi v tom, Ze Ize jednotlivé ZK rozdélit, ale rozmezi

detekce neni dostacujici pro analyzu séra a jaterniho extraktu.

V mé bakalafské praci se budu vénovat vyvoji a optimalizaci metody pro stanoveni ZK
vV mysim biologickém materidlu pomoci HPLC s fluorescen¢ni detekci. Oproti méfeni celkovych

7K na biochemickém analyzatoru je to také kvalitativni metoda a ve srovnani s UV/VIS detekci
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4.2 Moznosti analyzy Zlu¢ovych kyselin

V dnesni dobé existuje nékolik moznosti, jak ZK stanovit. Vyuzivaji se metody fotometrické,

chromatografické, a imunologické (Griffiths a Sjovall 2010).

4.2.1 Fotometrické metody

Nejvice pouzivané metody v klinickych laboratofich jsou metody enzymatické (Diazyme
2014). Fotometricky se méfi nardst ¢i intenzita vzniklych produktd, na biochemickych
analyzatorech. Principen méfeni je oxida¢ni reakce, pii niz se ZK oxiduji a kofaktor NAD* se
redukuje na NADH+H™. Narist produktu Ize stanovit UV nebo fluorimetricky (Griffiths a Sjovall
2010) a nebo dalsi reakci s nitrotetrazoliem blue (NTB) za vzniku barevného formazanu, jehoz
intenzitu métime pii 504 nm. Intenzita je pak piimo imérna koncentraci ZK ve vzorku (Diazyme
2014). V nami pouzivané metod¢, je prvni reakce katalyzovana enzymem 3a-hydroxysteroid
dehydrogendzou (3aHSD), vznik formazanu pak enzymem diafordzou. Tyto metody slouzi ke
stanoveni celkovych ZK v biologickych materialech. VyuZivaji se pro monitorovani hladiny ZK
v plasmé u pacientl s jaternim onemocnénim (Griffiths a Sjovall 2010) nebo u t€hotnych zen

(Diazyme 2014).

Zlugové kyseliny + NAD* —— Oxidovana forma zlu¢ovych kyselin + NADH+H* (3aHSD)

NADH+H" + nitrotetrazolium blue (NTB) —— Formazan + NAD" (diaforaza)

4.2.2 Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou zalozené na separaci jednotlivych analyt ze vzorku na
jednotlivé frakce, které opoustéji kolonu v urcitém case, ktery je specificky pro kazdou latku.

Podle typu mobilni faze rozdélujeme chromatografii na plynovou (GC), kde je nosnou fazi plyn
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nebo kapalinovou (LC), kdy je vzorek unésen kapalinou do kolony. Plynova chromatografie se
pro analyzu ZK pouzivala spise v minulosti, kvili niZ&i specifité, oproti HPLC (Griffiths a
Sjovall 2010). Chromatografické metody jsou vysoce citlivé a pouzivané v mnoha vyzkumnych
laboratofich, které se analyzou ZK také zabyvaji. Nejvétsi vliv na limit detekce ma u
chromatografie detektor. Pro analyzu ZK mizeme pouzit detektory spektrofotometrické,

fluorescenéni nebo hmotnostni.

4.2.2.1 Spektrofotometrické detektory

Mg¢ii absorbanci v oblasti UV/VIS v rozmezi 190-800nm (Cvacka 2010). VInova délka je bud’
fixné stanovena piimo od vyrobce, tudiZz lze méfit pouze urCité analyty, nebo si ji miZeme
nastavit (Cvacka 2010). V soucasnoti je nejvice pouzivany detektor s diodovym polem (DAD),
ktery dovoluje méfit absorbanci rozseparovanych analytt v celém svételném spektru (Dastych

2007). Vypocet koncentrace se fidi Lambert-Beerovym zakonem.

4.2.2.2 Fluorescénéni detektory

Jsou citliv§j$i nez detektory spektrofotometrické. Principem méfeni na fluorescen¢nim
detektoru (FLD) je detekce zafeni, které je emitované fluorescencni latkou (Aem), pfi navratu
z excitovaného stavu zpét do pivodni hladiny (Cvacka 2010). Podminkou je dodéani excitacni

energie ve forme elektromagnetického zéateni (Aex). Podrobnéji vysvétleno v kapitole 4.3.3.

4.2.2.3 Hmotnostni spektrometr

Dal§im casto vyuzivanym typem detekce je detekce na hmotnostnim spektometru. Tento
detektor je velice selektivni a citlivy (Cvacka 2010). Identifikuje danou latku na zdklad€ poméru

hmotnosti a naboje iontu (m/z) (Dastych 2007). Proto pro méteni na hmotnostnim spektrometru
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je nutné prevést molekuly latek rozdélenych v kolon¢ do plynné faze s naslednou ionizaci. Toho
1ze dosahnou né¢kolika zpusoby. Napi. metodou ESI (Electrospray ionization) nebo MALDI
(Matrix Assisted Laser Desorption/lonization) (Dastych 2007).

42231 ESI

Na jednotlivé frakce vychazejici z kolony se aplikuje vysoké elektrické napéti. Tim dojde k

odpaieni rozpoustédla a vzniku iontii (Cvacka 2010).

42232 MALDI

Tato technika vyuziva k ionizaci laserovy paprsek. Eluat z kolony vykrystalizuje na podlozni
desticce, na které je matrix, coz je smés nizkomolekularnich aromatickych AMK. Tyto AMK
absorbuji svételné¢ zafeni vychazejici z laserového paprsku. lonty vznikaji po ozéfeni latky

laserem a prudkym odpaienim do vakua (Dastych 2007).

Po ionizaci jsou ionty v misté vzniku urychlovany vysokym stejnosmérnym elektrickym
napétim k detektoru. Diky riiznému pohybu iontt ve vakuu lze vypocitat pomér m/z. Tento

zpusob méfeni se nazyva TOF (time of flight) (Dastych 2007).

Stanoveni ZK pomoci LC/MS v lidskych i mysich biologickych materialech, jako je plasma,
moc¢, jaterni extrakt ¢i zlu¢, se podafilo jiz mnohym vyzkumnym tymum (Gatti et al. 1997;
Kurosawa et al. 1997; Alnouti et al. 2008; Griffiths a Sjovall 2010; Qiao et al. 2011; Woolbright
etal. 2014).

Jedinou nevyhodou u analyzy ZK na tomto detektoru je, Zze pokud se molekula 1i§i pouze o/p
prostorovou orientaci -OH skupiny, nejsme schopni jednoznaéné fici, o kterou ZK se jedna,
protoze hmotnost molekuly, ¢i jejiho fragmentu, je zachovana. Obecné je ale detekce na

hmotnostnim spektrometru hojné vyuzivana.
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4.2.3 Imunoeseje

Reakce na principu interakce antigenu (Ag) s protilatkou (Ab) za vzniku imunokomplexu, kde
ZK jsou jako Ag, byly vyuzivany pied 20-25 lety. Dnes se od nich upustilo, z davodu nizké
specifity, zejména u nizkych koncetraci ZK ve vzorku. Posledni situaci, kdy tyto metody vyuzit,
je monitorovani 1é€by zlucovymi kyselinami. Konkrétné stanoveni UDCA metodou ELISA pfi

16&bé cholelitiazy (Griffiths a Sjovall 2010).

4.3 Vysokou¢inna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie je separacni metoda, kterd umoziuje kvalitativni
| kvantitativni analyzu vzorku. Je to modernizovana forma kapalinové chromatografie (LC), kde
je mobilni faze vhanéna do kolony pod velkym tlakem pomoci vysokotlaké pumpy (Dong
2006D).

Zdkladni pojmy: (Coufal 1996; Dong 2006a; Dastych 2007)
e Mobilni faze — kapalina, jiZ je vzorek undsen z injektoru do kolony a déale do detektoru
e Stacionarni faze — pevna latka (sorbent) umisténd uvnitf kolony
e Frakce — rozseparovany vzorek na jednotlivé slozky
e Pritokova rychlost — rychlost pritoku mobilni faze kolonou (ml/min)
e Retencni ¢as — doba zadrzeni analytu v kolon¢ od nastfiku po detekci
e Pik — graficky zaznam signalu vychazejici z detektoru
e Vyska piku — hodnota mezi zakladnou a vrcholem piku
e Sitka piku — vzdalenost dvou bodii ohraniéujici pik pii zakladng
e Eluce — vymyvani latek z kolony eluentem

e FEluat — frakce opoustéjici kolonu
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Obrazek 8: Vyska a §itka piku (Coufal 1996) Obrdzek 9: Reten¢ni ¢as (Coufal 1996)

4.3.1 Separace

Rozdéleni latek ze vzorku (Obr.10) na jednotlivé frakce probihd v koloné mezi dvéma
nemisitelnymi fazemi (Dastych 2007). Jedna faze je mobilni (pohybliva) a unasi vzorek celym
systétmem. Druha je stacionarni (nepohyblivd), z pravidla tvofi povrch uvniti kolony. Princip
déleni latek muze byt zalozen na né€kolika fyzikalné-chemickych zédkonech (Dastych 2007), které

zaviseji pravé na pouzitém typu kolony, respektive stacionarni fazi.
e adsorp¢ni chromatografie (polarné-nepolarni interakce)
e rozdé¢lovaci chromatografie
e iontoméniCova chromatografie
e gelova chromatografie

e afinitni chromatografie
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Obrdazek 10:. Separace vzorku v koloné (Coufal 1996)

V této kapitole se zaméfim pouze na adsorpcni chromatografii a jeji modifikovanou verzi,

protoZe na tomto principu byla analyza ZK provedena.

4.3.1.1 Adsorp¢ni chromatografie

Stacionarni faze neboli adsorbent, vaze rtizné latky podle jejich polarity. Povrch adsorbentu je
tvofen polarnimi strukturami (napt. Si-OH) a tudiZ se na n¢j nejsilngji vaZou polarni (hydrofilni)
latky. Naopak nepolarni (hydrofobni) analyty interaguji s adsorbentem velmi mélo a proto
opoustéji kolonu jako prvni. Mobilni faze se pouZziva nejprve nepolarni (napf. hexan), dochazi
K eluci nepolarnich slozek a postupné se zvySuje podil polarngjsi kapaliny (napt. metanol)
K uvolnéni silnéjsich vazeb mezi polarnimi latkami a adsorbentem (Dastych 2007). Stacionarni
faze je tedy polarngjsi nez mobilni faze a slouzi k separaci nepolarnich slozek ze vzorku. Tento
typ adsorp¢ni chromatografie se nazyva ,, Chromatografie normalni faze* (Obr. 11). Nevyhodami
této separace jsou nutnost pouziti drahych a nebezpecnych chemikalii pro mobilni fazi a Casta

kontaminace kolony latkami ze vzorku (Dastych 2007).
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Obrazek 11: Separace normalni faze (ANON. 2011)

Dal$im typem adsorp¢ni chromatografie je tzv. ,, Chromatografie reverzni faze*. Jedna se o
modifikaci, ktera se velice osvéd¢ila a vyuziva se v 70% vsech analyz na HPLC (Dong 2006b).
Princip této separace je opacny nez u chromatografie normalni faze. Adsorbent uvnitf kolony je
potazeny nepolarni latkou (napi. oktadecyl Cig) (Dastych 2007). Z toho vyplyva, ze v tomto
pripad¢ je stacionarni faze nepolarni a 1épe interaguje s nepolarnimi molekulami ze vzorku. Ty se
v kolon¢ zdrzi nejdéle a polarni latky jsou eluovany jako prvni. Mobilni faze tedy nemusi byt
nepolarni organické rozpoustédlo, ale 1ze pouZit polarni roztoky, jako jsou vodné pufry, metanol,
acetonitril, apod. Chromatografie reverzni faze se pouZziva k separaci polarnich, sttedné polarnich

a n&kterych nepolarnich latek (Dong 2006b). Pro analyzu ZK jsem vyuZila tento systém separace.
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Obrdazek 12: Separace reverzni faze (ANON. 2011)
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4.3.2 Soucasti HPLC pristroje

V laboratofi mame HPLC analyzator od firmy Agilent Technologies, 1260 Infinity. Ptistroj se
sklada z nékolika funk¢nich ¢asti, které na sebe navazuji a jsou propojeny pruchodnym systémem

kapilar.

Zasobnik pro mobilni faze

Nachazi se v horni ¢asti pfistroje a slouzi pro umisténi lahvi s mobilnimi fadzemi. Do kazdé
zasobni lahve se umisti tzv. frita se specialnim filtrem, pfes kterou se kapalina odvadi dale

pomoci hadicek.

Vysokotlaka peristalticka pumpa

Slouzi k Cerpani mobilni faze ze zasobnich lahvi do kolony. Musi zajistit plynuly pratok
kapaliny pies malé Castice v kolong, k ¢emuz je zapotiebi velkého tlaku. V piistroji Agilent 1260
Infinity jsou dvé pumpy, které nam umoziuji rizn¢ kombinovat a michat mobilni fazi ze dvou

zasobniki dohromady.

Zasobnik vzorki

Pod peristaltickou pumpou je umistén zasobnik pro vzorky. Jelikoz je mnozstvi vzorku
pottebné k analyze velmi nizké (cca 10ul), je kazdy vzorek pipetovan do plastovych inserti o
objemu 250ul a vkladan do specialnich sklenénych lahvicek (vialek). Nakonec se vialka se
vzorkem uzavie vickem s gumovym stfedem, aby mohl byt vzorek nasat injektorem. Kapacita je

100 vzorkl. Zasobnik ma také k dispozici chlazeni.
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Injektor

Automatizovany injektor nasava nastaveny objem vzorku z vialky a vsttikuje ho do kolony. Je
velice dilezité, aby ve vzorku nebyly zadné bubliny, protoZze by mohlo dojit k jejich nasati, coz

ma také negativni vliv na vyslednou separaci.

Kolona

Kolona je nejdulezitéjsi soucasti chromatografu. Dochazi zde ke stézejni Casti celého procesu
a vybér kolony mize dramaticky ovlivnit vysledky celého méfeni. Chromatograficka kolona je
stacionarni faze, chranénd vnéjSim obalem. Ten je vétSinou vyroben z nerezové oceli, skla nebo
plastu. Musi byt pruchodna z obou stran — vstup vzorku na zacatku kolony a vystup jednotlivych
frakci na konci. Izolace a tésnéni pii obou koncich je zajisténo specialnim Sroubem, do kterého je

napojena kovova kapilara, jiz je vzorek spolu s mobilni fazi piivadén i odvadén z kolony.

Detektor

Detektor je zafizeni, které prevadi svételny signdl ze vzorku na elektricky. Pro analyzy na

HPLC muzZe byt pouzito nékolik druhi detektort, nékteré jsou zminény v kapitole 4.2.2 .

Pocitac

Pocita¢ slouZi jednak jako software pro pfistroj, ale také jako vyhodnocovaci a zapisovaci
zafizeni. Lze z n¢j presné naprogramovat veskeré analyzy a jejich pribéh, ovladat jednotlivé
funk¢ni ¢asti chromatografu, pfipadné odstraiiovat chyby, které ptistroj nahlasi béhem méfeni a
monitorovat pribéh analyz. Také pfevadi odezvu z detektoru do grafické podoby, tzv.

chromatogram.

Odpadova nadoba

Do odpadové nddoby jsou shromazd’ovany vSechny kapaliny, které proSly celym systémem.

Mohou to byt mobilni faze, vzorek, promyvaci roztoky, atd.
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4.3.3 Fluorescen¢ni detektor

Fluorescen¢ni detektor méti miru fluorescence vznikajici v pritokové cele, ktera je pfimo

umérnd koncentraci analytu ve vzorku.
Konstrukce FLD:
Zdroj: xenonova vybojka, kterd produkuje svételné zareni.

Excita¢ni mtizka: slouzi k vybéru nastavené excitacni vinové délky (monochromator)

Yvro o7

Stérbina: propousti danou excitacni vinovou délku do meéfici cely a emisni vin. délku na

fotonasobi¢
Prutokova cela: misto méfeni vzorku
Emisni mfizka: odrazi nastavenou emisni vlnovou délku

Fotondsobi¢: zesileni signalu fluorescence

Ze zdroje je vyzafovano svétlo o riznych vlnovych délkach. Excitaéni mtizkou je separovano
zateni o takové vinové délce, ktera je zapotiebi k excitaci elektronli (Aex). Toto zéafeni je
propusténo Sterbinou do pratokové cely. Zde je vzorek ozafen a elektrony se dostavaji do vyssich
excitac¢nich hladin. Pfi ndvratu do ptivodni hladiny ztraci elektrony energii, kterd se projevi jako
emisni zafeni o specifické vlnové délce (Aem), které prochdzi dalSi Stérbinou a dopadd na
fotonasobi€. Ten slouzi k zesileni signalu. Pro ochranu fotonasobice pfed excitatnim zafenim je

umistén kolno ke zdroji.

Fluorescen¢ni detektor v pristroji Agilent 1260 Infinity umoziuje naprogramovat excitacni a
emisni vlnovou délku s piesnosti 2 nm, coz zabezpeCuje maximalni citlivost a specifi¢nost

detekce.
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5 Metodika

Pro zavedeni HPLC metody jsem pouzila tfi odborné publikace, které se zabyvaji podobnou
problematikou (Novak a Kruppa 2008; Gatti et al. 1997; Kurosawa et al. 1997). Snazila jsem se
modifikovat derivatizaéni reakci pro oznageni ZK fluorescenéni latkou. Princip reakce byl vzdy

zalozen na navazani fluoroforu na karboxylovou skupinu COOH .

5.1 Modifikace znaceni karboxylu hydrazinem (Novak a Kruppa 2008)

5.1.1 Derivatizaéni reakce

Do reakce jsem napipetovala 84 pul 50 mmol/l pyridin/hydrochloridového pufru o pH 5.5,
kter¢é bylo upraveno hydroxidem sodnym. Dale jsem pifidala 12 ul 2 mmol/l
N-(3 Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid hydrochloridu (EDC) a 12 pl standardu ZK.
Jako fluorescen¢ni znacky jsem pouzila 12 ul 1 mmol/l 4-Hydrazino-7-nitro-benzofurazan
hydrazin addukt (NBD-H) nebo 4-Fluoro-7-nitrobenzofurazan (NBD-F). NBD-H byl ptipraveny
ve 100% metanolu, NBD-F ve 100% acetonitrilu. Reakce probihala v kyselém prostiedi, které je
nutné pro EDC a naslednou aktivaci COO". Blank byl pfipraven stejnym postupem, ale misto

standardu ZK obsahoval pouze 12 pl metanolu.

VSechny pfipravené vzorky byly zamichany a inkubovany 2h pfi pokojové teploté v temnu.
Pfed aplikaci do HPLC byly vzorky centrifugovany pii 20000g 10 min, pro odstranéni
ptipadnych necistot, kter¢é by mohly kontaminovat kolonu a supernatant byl napipetovan do

insertti. Chemikalie EDC, NBD-H, NBD-F i ZK byly od firmy Sigma Aldrich, USA.

5.1.2 Priprava standardi Zlucovych kyselin

Pro pfipravu standardd ZK jsem pouzila Gisté substance kyseliny cholové a litocholové.

Pripravila jsem 10 mmol/l zasobni roztoky, rozpusténé ve 100% metanolu. Z nich jsem dale
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tfedila standardy o niz$i koncentraci dle potfeby. Pro tento protokol jsem pfipravila koncentrace

1mmol/l, 0,2mmol/l, 0,01lmmol/l, 1 umol/l, 0,1 umol/l, a 0,01 pmol/l.

5.1.3 HPLC podminky

Pro separaci ZK jsem pouzila kolonu HISEP (25cm x 4,6mm i.d.) s gradientovou eluci.
Mobilni faze o slozeni z roztoki A:B, kde A je acetonitril (ACN) a B je destilovana voda
(d.H20), se ménila v ¢ase nasledovné: t= 0 min 30% A, t =15 min 85% A, t = 30 min 30% A.
Prutok mobilni faze byl 1,5 ml/min a teplota kolony 45°C. Fluorescence byla méfena na
fluorescenénim detektoru Agilent FLD. Nastavené vinové délky: pro NBD-H  Aex 445 nm,
Aem 522 NM, NBD-F Aex 470 nm, Aem 550 nm.

5.2 Oznaéeni ZK 2-(Bromoacetyl)-6-methoxynaftalenem (Gatti et al. 1997)

5.2.1 Derivatizaéni reakce

Pro tento protokol jsem postupovala podle pouzitého clanku. Pro reakci jsem pfipravila
10 mmol/l tetrakis (decyl) ammonium bromid (TDeABr) rozpustény ve 100 mmol/l fosfatovém
pufru pH 7 a fluorofor 2-bromoacetyl-6-methoxynaphthalene (Br-AMN) v acetonu. Konecna
derivatiza¢ni reakce obsahovala 300 pl 10 mmol/l TDeABr ve fosfatovém pufru, 200 pl
standardu ZK a 50 pl fluoroforu. Smés byla 10 minut ultrasonikovana pii 40°C. Pied vloZenim
vzorkd do HPLC byla nutna centrifugace. Blank byl opét pfipraven stejnym postupem, ale misto

standardu ZK obsahoval 200 pul metanolu : d. H20 (1:9 v/v).

5.2.2 Priprava standardi Zlucovych kyselin

Pro pfipravu standardd ZK jsem pouzila Gisté substance kyseliny cholové a litocholové.
Pripravila jsem 10 mmol/l zasobni roztoky, rozpusténé ve 100% metanolu. Z nich jsem dale
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fedila standardy o koncentraci 1 mmol/l, 0,1 mmol/l, 0,01 mmol/l, 1 umol/l, 0,1 umol/l,
a 0,01 pmol/l v metanolu : d.H2O (1:9 v/v).

5.2.3 HPLC podminky

Separace probihala na kolon¢ ODS 5 (25c¢m x 4,6mm i.d.). Mobilni faze se skladala ze dvou
roztokti A:B, kde A je destilovana voda (d. H20) a B je acetonitril:metanol, (60:40, v/v). Zména
mobilni faze v ¢ase byla: t = 0 min 45% B, t = 20 min 45% B, t = 30 min 70% B, t = 55 min 70%
B, t = 60 min 45% B. Pratok mobilni faze byl 1,5 ml/min a teplota kolony 35°C. Fluorescence
byla méfena na fluorescencnim detektoru Agilent FLD pfi téchto vinovych délkach: Aex 300 nm,
Aem 460 nm.

5.3  Oznaceni karboxylu 3-[4-(Bromomethyl)phenyl]-7-(diethylamino) coumarinem
(Kurosawa et al. 1997, s. 27)

V tomto experimentu jsem pro derivatizacni reakci pouzila dvé rozpoustédla - acetonitril

a metanol.

5.3.1 Derivatizaéni reakce s acetonitrilem

Tato derivatizace byla provedena smichdnim 100 ul standardu ZK se 150 pl 0,2% 3-[4-
(Bromomethyl)phenyl]-7-(diethylamino) coumarinu (MPAC-Br) v acetonitrilu a 150 ul 0,4%
18-crown-6 Vv acetonitrilu, saturovaného hydrogenuhli¢itanem draselnym (KHCO3). V poslednim
kroku byly vzorky inkubovany 20 min pii 60 °C. Pfed vloZzenim do HPLC byly opét

centrifugovany 10 min pfi 20000g pro odstranéni nerozpustnych necistot.
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5.3.2 Derivatizaéni reakce s metanolem

Tato derivatizace probihala stejnym zpusobem, jako derivatizace s acetonitrilem, tj. 100 ul
standardu ZK se 150 ul 0,2% 3-[4-(Bromomethyl)phenyl]-7-(diethylamino) coumarinu (MPAC-
Br) v acetonitrilu a 150 pl 0,4% 18-crown-6 Vv acetonitrilu, saturovaného hydrogenuhli¢itanem
draselnym (KHCO3). Vzorky byly inkubovany pti 60 °C po dobu 20 min. Nasledné¢ byl ale
acetonitril odpafen pii 60°C. Misto n¢j byl do reakce ptfidan stejny objem chloroformu
s metanolem v poméru 8:1 v/v a smés se inkubovala 10 min pii pokojové teploté. Poté byl
chloroform/metanol odpaien pti 60°C a nakonec byly vzorky standardd rozpustény v metanolu.

Toto kone¢né usporadani vzorkl bylo zcentrifugovéano a aplikovano do HPLC.

S blankem bylo v obou ptipadech zachazeno stejnd. MPAC-Br, 18-crown-6, KHCO3 i ZK
byly od firmy Sigma Aldrich, USA.

5.3.3 Priprava standardi Zlu¢ovych kyselin

Pro piipravu standardii ZK jsem pouzila &isté substance kyseliny cholové a litocholové.
Pripravila jsem 10 mmol/l zasobni roztoky, rozpusténé ve 100% metanolu. Z nich jsem dale
fedila standardy geometrickou fadou o koncentraci 1 mmol/l, 0,1 mmol/l, 0,01 mmol/l, 1 umol/l,
0,1 umol/1, a 0,01 pmol/l.

5.3.4 HPLC podminky

Vzorky byly rozdéleny na kolon¢ SUPELCOSIL (25cm x 4,6mm i.d.) pomoci gradientové
eluce. Mobilni faze byla smés dvou roztokd A:B, kde A je 20 mmol/l TRIS pufr o pH 7,5.
Hodnota pH byla upravena ledovou kyselinou octovou. Roztok B je metanol. SloZeni mobilni
faze se ménilo nasledovné: t = 0 min 78% B, t = 10 min 78% B, t = 25 min 81,3% B, t = 35 min
88,5% B, t =45 min 97,5% B, t = 50 min 100% B, t = 52 min 78% B, t = 60 min 78% B. Pritok
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mobilni faze byl 1 ml/min a teplota kolony 25°C. Fluorescence byla méfena na fluorescencnim

detektoru Agilent FLD pii téchto vinovych délkach: Aex 400 nm, dem 475 nm.
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6 Vysledky

6.1 Znaceni Zlu¢ovych kyselin fluoroforem

Pro zavedeni analyzy detekce ZK, jsem vyzkousela rtizné derivatizadni postupy se &tyfmi
fluorofory (NBD-H, NBD-F, BrAMN a MPAC-Br). Graf 1-3 zobrazuje chromatogramy
1 mmol/l kyseliny cholové, kyseliny litocholové a blanku s riznym fluoroforem. Po srovnani
téchto chromatogramil je ziejmé, e ani v jednom piipadé k separaci ZK nedoslo, protoze

vzorky s obsahem standardd se shoduji mezi sebou i s blankem.

— Blank
K. cholova

] A —— K. litocholova
_. I . . -

Signal

T T T T T T T T 1
- i A T

Retencni cas {min}

Graf 1. Chromatogram blanku, 1mmol/l kyseliny cholové a 1 mmol/l kyseliny litocholové,
znaCeni NBD-H.
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Graf 2: Chromatogram blanku, 1 mmol/l kyseliny cholové a 1 mmol/l kyseliny litocholové,
znaceni NBD-F.

6.1.1 Zmény derivatiza¢ni reakce

Po netspésném oznaceni jsem pozménila nékteré kroky v derivatizaci. Pro reakci jsem zvolila
zasadité pH pyridin/hydrochloridového pufru (pH 8,6). U HPLC jsem zkusila pouZit jiny typ
kolony nebo zménit gradient z 20% na 50% A za 15 minut. PfestoZe jsem se pokouSela o zmény
v derivatizaéni reakci i HPLC podminkach, nic nevedlo k uspéSnému zavéru a vysledné

chromatogramy vypadaly podobn¢.

39



——Blank
K.cholova
—— K. litochol va

Signal

|

T T T T T T 1
4= 30 ic E

Re&ncni cas {min

Graf 3: Chromatogram blanku, 1 mmol/l kyseliny cholové a 1 mmol/l kyseliny litocholové,
znac¢eni BrAMN.

6.1.2 Zmény derivatiza¢ni reakce

V ¢lanku autor uvadi, ze do reakce pouzil 10 mmol/l tetrakis (decyl) ammonium bromid
(TDeABr) rozpustény ve 100 mmol/l fosfatovém pufru pH 7. Béhem piipravy roztokl jsem
zjistila, ze se vném TDeABr nerozpousti, ale ze je rozpustny v etanolu nebo v metanolu.
Konec¢na reakce tedy obsahovala 50 pl 2-(Bromoacetyl)-6 methoxynaftalenu (BrAMN), 200 ul
standardu ZK, 30 ul 200 mmol/I TDeABr v metanolu. Po ptidani 270 ul 100 mmol/I fosfatového

pufru o pH 7 se opét TDeABr ze smési vysrazel. Jeho rozpustnost neovlivnila ani nasledna

ultrasonikace pti 40°C po dobu 10 minut.

6.2 Oznaceni karboxylu 3-[4-(Bromomethyl)phenyl]-7-(diethylamino) coumarinem

Derivatizacni reakce s timto fluoroforem, byla uspé€snd a k oznaceni ZK doslo. Nasledujici

dva grafy zobrazuji chromatogram blanku a 1 mmol/l k. cholové spolu s Immol/l k. litocholovou.
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Graf 4: Chromatogam blanku, zna¢eni MPAC-Br, gradient varianta 1, injikovany objem vzorku
byl 2 ul

— K. cholova
- — K. litocholova
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Graf 5: Chromatogram 1 mmol/l kyseliny cholové (CA) a 1 mmol/l kyseliny litocholové (LCA),
znaceni MPAC-Br, gradient varianta 1, injikovany objem vzorku 2 pl. Z grafu lze
vyCist, Ze chromatogram k. litocholové se 1i$i od chromatogramu k. cholové o jeden pik

s retenénim ¢asem 50 minut.
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6.2.1 Optimalizace gradientu

Po srovnani chromatogramii standardi ZK s blankem bylo ziejmé, Ze k derivarizaci a separaci
doslo. Derivatizace probéhla Iépe v reakci s acetonitrilem. Proto jsem piipravila fadu standarda
7K o znamé koncentraci 1 mmol/l, mix vech standardi a blank. Derivatizace a separace ZK byla
opét uspésna. HPLC podminky byly pozménény pouze Upravou gradientu pro lepsi oddéleni
jednotlivych pikl a zménou pritoku mobilni faze z 1 ml/min na 1,5 ml/min (Tab.1), ¢imz se doba
analyzy zkratila na 45 minut, vCetné equilibrace kolony. Jednotlivé chromatografické vysledky

jsou zaznamenany v grafech 6-9.

Tabulka 1: Zména podilu metanolu v mobilni fazi v ¢ase

Cas (min) Variantal | Varianta 2 Varianta 3 Varianta 4 Varianta 5

0 78% 78% 78% 81% 78%
7,5 - 78% - 81% -
10 78% - - - -

18,8 - 81,3% - 86% 81,3%
25 81,3% - - -

26,3 - 88,5% - 92% 92%

33,8 - 97,5% 97,5% 97,5% 97,5%
35 88,5% - - - -

37,5 - 100% 100% 100% 100%
39 - 78% 78% 81% 78%
45 97,5% 78% 78% 81% 78%
50 100% - - - -
52 78% - - - -
60 78% - - - -

Pritok
(ml/min) 1 1,5 1,5 1,5 1,5
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Graf 6: Chromatogam blanku a 1 mmol/l mixu vSech ZK, znaéeni MPAC-Br, gradient

varianta 2, injikovany objem vzorku 2pul.

—— Blank
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Graf 7: Chromatogam blanku a 1 mmol/l mixu viech ZK, znateni MPAC-Br, gradient

varianta 3, injikovany objem vzorku 2 pl.

43



—— Blank

IS

x
&

Itenta fuorescence

Signal

Retenoni cas (min)

10 20 30 40 50
Retencni cas (min)

Graf 8: Chromatogam blanku a 1 mmol/l mixu viech ZK, znadeni MPAC-Br, gradient

varianta 4, injikovany objem vzorku 2 pl.
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Graf 9: Chromatogam blanku a 1 mmol/l mixu vSech 7K, znateni MPAC-Br, gradient

varianta 5, injikovany objem vzorku 2 pl.
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6.3 Kalibrace

Kalibrace metody byla provedena tiemi nezavislymi analyzami standardd ZK o koncentracich
1 mmol/l, 0,5 mmol/l, 0,1 mmol/l, 0,05 mmol/l, ze kterych byly sestaveny kalibra¢ni kiivky pro
jednotlivé ZK. Na grafu 10 je piiklad kalibrace (kyselina glykoursodeoxycholovd GUDC)
o0 ¢tyfech koncentracich. Je zfejmé, ze plochy jednotlivy pikii klesaji s klesajici koncentraci

standardu. Kalibraéni k¥ivky jsou sestaveny pro individualni ZK v grafech 11-17.

—1mM
- 0,5mM
0,1 mM
. 0,05 mM
]
RS {
1 { f e
g | | ‘l T ]
3 -
] - L
. [ / \/\ f\
3\ WA AN A W AR [ “‘\
1‘0 ' 1‘5 ' 2‘0 2‘5 3‘0

Retencni cas (min)

Graf 10: Piiklad ¢tyibodové kalibrace GUDC, gradient varianta 3.
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Graf 11: Kalibrac¢ni kiivka DC Graf 12: Kalibraéni kiivka LC
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Graf 13: Kalibra¢ni kiivka CDC
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Graf 15: Kalibra¢ni kiivka GUDC
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Graf 17: Kalibra¢ni kiivka GC
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6.4 Stabilita retenc¢nich ¢asua

Retencni Casy ziskané béhem kalibrace jsou uvedeny Vv tabulce 2. Rozdily v reten¢nich ¢asech
individualnich ZK jsou z nezavislych méfeni malé a lze usuzovat dobrou reprodukovatelnost
metody. Tabulka 3 a obrazky 13-14, obsahuji vysledky ziskané jinym experimentalnim méfenim
(Zhang et al. 2011). Uvadgji rozsah hodnot celkovych ZK (Tab.3) a procentualni zastoupeni

individualnich ZK v séru (Obr.13) a jaternim extraktu (Obr.14) u mysi.

Tabulka 2: Stabilita retenénich ¢asti ZK ze tfech nezavislych méfeni

Zludové kyseliny Retencni ¢as (min) Gradient
K. o muricholova (o MCA) 17,20 17,20 17,12 varianta 3
K. cholova (CA) 20,22 20,34 20,33 varianta 3
K. ursodeoxycholova (UDCA) 20,21 20,33 20,23 varianta 3
K. glykoursodeoxycholova (GUDC) 10,55 10,72 10,59 varianta 3
K. glykocholova (GC) 13,31 13,51 13,33 varianta 3
K. glykochenodeoxycholova (GCDC) 16,51 16,71 16,53 varianta 3
K. deoxycholova (DC) 25,78 25,99 25,72 varianta 3
K. glykodeoxycholovéd (GDC) 17,468 17,7 17,49 varianta 3
K. chenodeoxycholové (CDC) 25,66 25,86 26,00 varianta 3
K. litocholové (LCA) 30,97 31,18 30,96 varianta 3

Tabulka 3: Hodnoty celkovych ZK u kontrolnich mysi

Sérum 0,9 -2,9 pmol/l

Jaterni extrakt 117 — 204 pmol/g
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Obrizek 13: Individualni ZK v séru  Obrdzek 14: Individualni ZK v jaternim extraktu

6.5 Linearni regrese

Sklon kalibra¢ni kiivky udava smérnice ptimky, vyjadiena koeficientem K. Vztah pro vypocet

linearni regrese je: Yy = KX

Tim zjistime, pro kterou ZK je dand metoda nejcitlivéjsi - ¢im vétsi k, tim je metoda pro
analyt citlivéjsi. Smérnice kalibra¢nich ptimek jsou uvedeny v tabulce 4, pro kazdou namétenou

ZluCovou kyselinu.

Tabulka 4: Smérnice kalibra¢nich pfimek

7K Smérnice primky k
GUDC 585,07
GC 416,22
GCDC 1813,91
GDC 224751
DC 439,84
CDC 318,41
LC 388,91
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6.6 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce Lp je definovana jako ,,nejmensi mnozstvi analytu ve vzorku, které miize byt
stanoveno a je spolehlivé odlisitelné od pristrojového sumu, ale nemusi byt stanovitelné jako
presna hodnota (Dastych a Breinek 2011)“. Lp lze vypocitat jako trojnasobek smérodatné

odchylky blanku.

Pro zjisténi Lp jednotlivych ZK, jsem pouZila hodnoty blank( ziskané béhem kalibrace

metody. Vysledné Lp pfepocitané na jednotky koncentrace jsou zaznamenany v tabulce 5.

Mez stanovitelnosti Lg je definovana jako ,,nejmensi mnozstvi analytu ve vzorku, které miize
byt stanoveno jako presna hodnota s pozadovanoou hodnotou nejistoty (Dastych a Breinek

2011)“. Lo lze vypocitat jako desetinasobek smérodatné odchylky blanku.

Pro zjisténi Lq jednotlivych ZK, jsem pouzila hodnoty blanki, ziskané béhem kalibrace

metody. Vysledné Lq piepocitané na jednotky koncentrace jsou zaznamenany v tabulce 5.

Tabulka 5: Hodnoty blanku, Lpa Lg jednotlivych ZK

Primérna plocha piku | Smérodatna odchylka ;
blanku blanku Lo (mmol/l) | Lo (mmol/l) 7K
2,10 0,70 0,0039 0,0120 |GUDC
2,23 0,86 0,0068 0,0206 |GC
3,87 1,66 0,0030 0,0092 |GCDC
2,03 1,01 0,0015 0,0045 |GDC
2,27 0,40 0,0030 0,0092 |DC
2,27 0,40 0,0042 0,0127 |CDC
2,43 1,70 0,0144 0,0438 |LC
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6.7 Kyselina muricholova

Kyselinu muricholovou se podafilo derivatizacni reakci fluorescencné oznacit. Zmény v
retencnim Case byly minimalni. Pfestoze se plocha piku s koncentraci meénila, kalibra¢ni ptimku

s linearni regresi nebylo mozné sestavit. Zaznam chromatografu kyseliny muricholové s blankem
je na grafu 18.

_ ——Blank
—— K. muricholova

Signal

Retencni cas (min)

Graf 18: Chromatogram blanku a 1 mmol/l kyseliny muricholové (MCA).
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Cilem této bakalafské prace bylo zavedeni a optimalizace metody, pro detekci zluCovych
kyselin v mysich vzorcich, s fluorescenéni detekci pomoci HPLC. Tato citliva a kvalitativni
metoda by mohla byt vyuzivdna jako sekundarni fenotypyzacni screening pro International

Mouse phenotyping centre.

Pro sestaveni protokold byly pouzity odborné publikace, které se zabyvaji podobnym tématem
a derivatizacni reakce byly upraveny, dle moznosti laboratote. Vyzkouseny byly tfi reakce a Ctyfi
ruzné fluorescencni latky. Jedina derivatizacni reakce, kterd vedla k uspéSnému oznaceni

karboxylové skupiny Zluc¢ovych kyselin, byla reakce s MPAC-Br (Kurosawa et al. 1997).

Po analyze prvnich vysledki, nasledovala optimalizace gradientu mobilni faze, ktera zlepSila
separaci pikl a doba analyzy se zkratila z 60 minut na 45 minut. Jako nejvhodnéjsi gradient byl
vybran gradient varianta 3. Timto kone¢nym protokolem, bylo mozné oznacit a stanovit sedm
zlucovych kyselin, se stabilnim retencnim Casem, vytvofit kalibraci a zjistit dal$i analytické

parametry metody.

Ve srovnani s doposud pouzivanou HPLC metodou s detekci pti 245 nm, je tato metoda 15x
citlivéj$i. Nepodafilo se vsak rozlisit kyselinu cholovou a ursodeoxycholovou, které maji za
téchto podminek stejné retencni ¢asy. Na ZluCové kyseliny konjugované s taurinem se fluorofor
nepodafilo navazat. Kyselina muricholovd v nami zavadéné metod€, byla fluorescencné
oznacena, ma stabilni retencni Cas, ale nepodaftilo se sestavit kalibra¢ni kiivku s linearni regresi.
Diky tomuto vysledku tedy zatim neni mozné tuto metodu plné vyuzit k analyze mySiho
biologického materialu, ale je tfeba se dale vénovat jejimu zdokonalovani, pro dosaZeni co

nejlepSich vysledk.

Protoze separace probihala na principu reverzni faze, 1ze na zaklad¢ zjiSténych retencnich Cast,
potvrdit hypotézu o polarit€¢ zlu€ovych kyselin. Kyselina litocholov4, nepolarni sekundarni
zlucova kyselina, ma nejdelsi retencni Cas, zatimco glykokonjugaty zlucovych kyselin jsou

eluovany jako prvni.
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9 Prilohy
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Ptiloha II: HPLC Agilent Technologies, 1260 Infinity
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Piiloha IV: Zasobnik vzorku

58



