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Abstrakt

Ptredkladand prace je soucdsti feseni Sir§i problematiky ,,Vyvoj neinvazivni diagnostiky asthma
bronchiale®, ktery je realizovan na Ustavu organické technologie VSCHT Praha ve spoluprici
s Klinikou nemoci z povoldni 1. LF UK a VFN. Cilem tohoto projektu je vyvinout spolehlivou,
rychlou a nendronou neinvazivni metodu pro diagnézu asthma bronchiale, vyuZivajici
monitorovani hladin biomarkerd - leukotrienii v kondenzatu vydechovaného vzduchu pomoci
vysoce citlivé a selektivni analytické metody - HPLC/MS.

Predkladand prace si kladla za cil popsat zmény hladin biomarkerti vy$e zminéného onemocnéni
v pribéhu 24 hodin. Znalost téchto zmén je dileZitd pro piesné urCeni diagnézy bez ohledu na
dobu odbéru kondenzatu vydechovaného vzduchu. Pro zpracovani vzorki byla ispé$né aplikovana
jiZ vyvinutd separac¢ni metoda immunoafinitni extrakce a hmotnostné spektrometrické analyzy.

Vysledkem experimentalni ¢asti je popis vyvoje hladin markert v pribéhu 24 hodin. Béhem
dne, kdy je télo aktivni, dochdzi k rovhomérnému rustu hladin markerti a ve spanku k jejich
poklesu. Paralelné byl téZ zkouman vyvoj hladiny 8-isoprostanu jakoZto markeru oxidativniho

stresu. Vysledky byly podobné markerdm asthma bronchiale.

Abstract

This study is a part of wider research “Development of Noninvasive Diagnostics of Asthma
Bronchiale®, conducted at the Department of Organic Technology of the Institute of Chemical
Technology Prague in a collaboration with the Department of Occupational Diseases of the 1st
Faculty of Medicine, Charles University Prague. The aim of the project is to develop a reliable fast
and unassuming noninvasive method to diagnose asthma bronchiale, using monitoring of
leucotrien biomarker levels in the exhaled breath condensate (EBC) by means of the High
Performance Liquid Chromatography/Mass Spectrometry instrumentation.

The presented work tries to describe alterations of the asthma bronchiale biomarker levels
during 24 hours. Knowledge of the daily shifts is important for the precise diagnose determination
aside from a condensate collection time. EAC samples were successfully analyzed with already
developed methods utilizing the immunoaffinit exctraction and the mass spectrometry analysis.

The result of the experiment can be summarized in the following description of the biomarker
level evolution during 24 hours: During daytime, when a body is active, levels of the biomarkers
evenly grow, while during sleep they considerably decrease. Daily evolution of 8-isoprostan (an
oxidative stress biomarker) level was studied in parallel. The results are similar to the asthma

bronchiale biomarkers.



Seznam zkratek

KVV —kondenzat vydechovaného vzduchu

LTA4 — leukotrien A4

LTB4— leukotrien B4

LTC,4 — leukotrien Cy4

LTD4 — leukotrien D4

LTE, — leukotrien E4

CysLTs — cysteinylované leukotrieny (LTCy4, LTD4, LTEy4)

LTB4-ds - [6,7,14,15°H] leukotrien By

LTE,-d; - [20,20,20°H] leukotrien E4

HPLC/MS - vysokotcinna kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni
spektrometrii

COPD - chronické obstruk¢ni plicni nemoc

GC - plynové chromatografie

ESI — elektrosprejova ionizace

APCI - chemick4 ionizace za atmosférického tlaku

MRM - , multiple reaction monitoring* pouZivany méd hmotnostniho spektrometru

CID - srazkove indukovana disociace



1. Uvod

Asthma bronchiale je onemocnéni, jehoZz incidence v moderni populaci neustdle roste
jako duasledek zvySujicitho se poctu alergenti v Zivotnim prostfedi. Ze stejného diivodu
klesd i vek, kdy dochdzi k vyskytu prvniho astmatického zichvatu. Vcasna diagnostika
uvedeného onemocnéni je dulezitd z hlediska zahdjeni UcCinné terapie a minimalizace
poskozeni pacienta. V soucasné dob¢ v praxi pouzivané diagnostické metody spocivaji
v kombinaci invazivnich a semi-invazivnich metod, které jsou pro pacienta zatéZujici a
v ptipad¢ déti az stresujici zdlezitosti. Analyza dechového kondenzatu (KVV) je pomérné
novou metodou, kterd pfedstavuje alternativni cestu, kterou je mozné charakterizovat jako
zcela neinvazivni a i pro détského pacienta nezatézujici diagnostickou metodu. Princip
metody spocivd v kvantifikaci specifickych latek - ,,biomarkert‘ pro uvedené onemocnéni,
které se vyskytuji v uvedené télni tekutin€ a jejichZz koncentra¢ni hladina je v disledku
probihajici zanétlivé reakce v dychacich cestich a plicich vyznamné zvySena. K analyze
dechového kondenzatu se pouzivaji biochemické metody, nebo metody vyuZivajici vysoce
citlivé a specifické techniky na bdzi hmotnostni spektrometrie. V soucasné dobé se
problematika vyuZziti kondenzitu vydechovaného vzduchu jako zdroje biomarkerii celé
fady plicnich onemocnéni nachdzi ve stavu, kdy byla popsdna celd fada metodik jejich
stanoveni, ovSem vysledky uvedenych studii vykazuji znacny rozptyl, ktery je dan
opomenutim celé fady specifickych faktord, které je nutné respektovat pii zpracovani a
ndsledné analyze této télni tekutiny.

Predkladand prace je soucdsti obsdhlejSiho projektu vyvoje neinvazivni diagnostické
metody pro asthma bronchiale a dalSich onemocnéni (silikdza, azbest6za) jejichZ markery
jsou podobné markeriim asthma bronchiale. Vyzkum je provadén na Ustavu organické
technologie VSCHT Praha ve spolupraci s Ustavem pracovniho I1ékaistvi 1.LF UK.

Do soucasné doby byla vytvofena metoda pro stanoveni biomarkeri zminénych
onemocnéni v KVV kombinujici tzv. immunoafinitni extrakci - vysoce specifickou
separaci biomarkerti bronchidlnitho astmatu zaloZenou na principu reakce monoklonaln{
protilatky s pfisluSnym markerem — a hmotnostné spektrometrické analyzu — vysoce citlivé
a selektivni analytické metody pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni danych markerd.

Cilem této prace je popsat vyvoj hladin markert v pribéhu dne jakoZto jeden
z dalezitych aspektl pro spravné vyhodnoceni klinickych vysledkli a stanoveni diagnézy.

Hladina biomarkerti naméfend v KVV rtizné denni dob¢ se mlize liSit, coZ by mohlo vést



ke zkresleni vysledkt a tim aZ k nepfesnému nebo dokonce chybnému stanoveni diagndzy.

Tento parametr je tedy nutné brat pii stanoveni diagndzy v dvahu.



2. Kondenzat vydechovaného vzduchu

Vysetfeni vydechovaného vzduchu ma dlouhou tradici. JiZ koncem 18. stoleti jeho
sloZzeni zkoumal francouzsky chemik a 1ékai Antoine Laurent de Lavoisier. S ,,analyzou*
vydechovaného vzduchu se fadu let béZn¢ setkdvaji fidiCi pfi testovani na poziti alkoholu.
Pro dech diabetikti je typicky charakteristicky zdpach zptisobeny piitomnosti acetonu,

kyseliny B-hydroxymdselné a acetoacetatu..

vvvvvv

Do soucasnosti bylo ve vydechovaném vzduchu detekovdno pies 200 latek a dalsi
ptibyvaji. [1] Vydechovany vzduch ma dvé faze — plynnou a kapalnou. V plynné fazi jsou
obsazeny hlavné plyny uvolnéné z krve a plyny pifitomné ve vdechovaném vzduchu a dile
tékavé latky uvolnéné pii metabolickych reakcich v lidském té€le. Jde hlavné o oxid
dusnaty, oxid uhli¢ity a oxid uhelnaty, vodu, peroxid vodiku a plynné uhlovodiky (ethan).
V kapalné fazi, kterd je tvofena aerosolovymi ¢asticemi strhavanymi ze stén dychacich cest
a plicnich sklipkti, se nachdzi voda a mnoho sloZitych organickych liatek. Mezi nimi
napiiklad DNA, hormony (histamin, serotonin) a také velka skupina proteinii a metabolitil
kyseliny arachidonové. Pravé metabolity kyseliny arachidonové tvoii skupinu latek, ktera
nds zajimd. Nekteré z téchto latek (8-isoprostan, leukotrieny) jsou totiz citlivymi markery a
medidtory nékterych onemocnéni - tedy substancemi, které svou piitomnosti nebo
zvySenou hladinou signalizuji nastupujici onemocnéni jeSt¢ dlouho pied prvnimi

klinickymi ptiznaky nebo vypovidaji o jeho rozsahu. [2,3]

VétsSinu obsazenych latek — jak z plynné, tak z kapalné faze - lze zkondenzovat
dychanim ptes chladici zafizeni. Tim ziskdme tzv. kondenzit vydechovaného vzduchu
(KVV). V1 ml KVV se nachazeji fddovée desitky (1-200) pg pikograml vySe zminénych
metabolitli kyseliny arachidonové. Jejich koncentrace pravdépodobné nejspolehlivéji
odrdzi jejich koncentraci v dychacich cestdch a sledovanim jejich hladiny je moZné
hodnotit rozsah onemocnéni a uspéSnost lécby. [2] V jinych pracich byly sledovany
hodnoty téchto markert v riznych télnich tekutindch, naptiklad v krevni plazmé [3] nebo

v mo¢i [4]. Tyto koncentrace vSak vypovidaji spiSe o thrnné télni produkci nez o obsahu

v dychacich cestach.



3. Sledované latky

3.1 leukotrieny

Leukotrieny jsou spolecn¢ s prostaglandiny, prostacykliny, tromboxany souborn¢ zndmé
jako eikosanoidy (téZ ikosanoidy - ve vSech ptipadech jedna o C,p-slouceniny). Jsou
produkovany vSemi sav¢imi bunkkami kromé ¢ervenych krvinek a jsou to metabolity
kyseliny arachidonové. Podobn¢ jako hormony maji pti extrémné nizkych koncentracich

zna¢né fyziologické ucinky. Zprostfedkovdvaji naptiklad:

° Zanétlivou odpovéd

J Pocit bolesti a horecku

J Regulaci krevniho tlaku

. Indukci srdZeni krve

J Kontrolu nékolika reprodukénich funkci, jako naptiklad indukci porodnich stahti
. Regulaci cyklu spanku a bdéni

Od hormont se lisi tim, Ze nejsou undSeny krevnim feciStém do mista Gcinku. Jsou to
chemicky a biologicky nestélé litky (nékteré z nich se rozkladaji in vitro' béhem nékolika
minut), a diky tomu maji funkci spiSe lokdlnich mediétord.

Kyselina arachidonova (5,8,11,14-eikosatetraenova kyselina; viz obr. 1) je nenasycend
mastnd kyselina s 20 uhlikovymi atomy a ¢tyfmi cis dvojnymi vazbami. V téle je vdzdna
ve fosfolipidech v bunéénych membranich. Pisobenim enzymu fosfolipdzy A, je
uvoliovdna do organismu. Cinnosti enzymu 5-lipoxygenazy se kyselina arachidonova
pfeménuje na nestabilni epoxidovy leukotrien A4 (LTA4), ktery miZe byt dale
pfeménovan jednou ze dvou moznych enzymatickych drah. Pisobenim LTA4 hydrolazy
dochdzi ke vzniku leukotrienu B4 (LTB4), ptipadné pisobenim enzymu LTC, syntetdzy
vznikd prvni ¢len z tzv. cysteinylovanych leukotrient (cysLTs) a to leukotrien C4 (LTCy).
K cysteinylovanym leukotrienim ddle fadime leukotrien Ds (LTD4) a leukotrien Eg4
(LTE4). V tad¢é cysLTs dochazi k postupné preméné viadé¢ LTCs, — LTDs — LTE4
nislednym pusobenim enzyml glutamyltransferdzy a dipeptiddzy. Cys LTs se zejména

uplatiuji v alergickém zanétu. Jejich zdrojem jsou Zirné buiiky a granulocyty. [1]

' in vitro — lat. ,,ve skle*, tj. ve zkumavce, za umélych laboratornich podminek [5].
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Cysteinylované leukotrieny LTCs, LTD4 a LTE4 jsou nyni téZ povaZzoviny za sloZzky
pomalu reagujicich ltek anafylaxe?, které se uvoliiuji ze senzitizovanych plic po imunitni
reakci. Tyto latky G&inkuji ve velmi malych koncentracich (az 10™° mol/l) a jsou napiiklad
10 000-krat ucinnéjs$i nez histamin. Cysteinylované leukotrieny stahuji hladké dychaci
svalstvo, zvySuji propustnost cév, zuzuji dychaci cesty a stimuluji tvorbu hlenu [6] Cili
zpisobuji piiznaky, které jsou popisovany v patofyziologii praduskové obstrukce’. Na této
skutecnosti je postaven u¢inek modernich 1€kl proti astmatu, které plisobi jako vysoce
selektivni antagonisté* cysLT; receptort. Uritd koncentrace leukotrient byla naméfena i
v KVV zdravych lidi a rostla pfimo imérné se stupném postizeni bronchidlnim astmatem
[7]. Na rozdil od koncentrace vydechovaného LTE,4, koncentrace vydechovaného LTB4 ma
rostouci tendenci u pacientd s COPD’ (99 pg/ml) [9] a u pacientii s bronchiektazii® (80
pg/ml) [10] ve srovnani se zdravymi lidmi (38 pg/ml) [9]. Koncentrace LTB, jsou rovnéz
zvySené u fibrotikti (76 pg/ml) [10]. Tyto zvySené hodnoty potvrzuji roli leukotrient
v plicnich zanétlivych procesech. LTB4 lze tedy povazovat za marker probihajiciho

akutniho zanétu.

3.2 8-isoprostan

Dalsi latkou, jejiz hladinu jsem se rozhodl sledovat je 8-isoprostan ze skupiny F2
isoprostant. Syntéza isoprostani béZi na rozdil od leukotrieni dvéma cestami:
enzymatickou oxidaci cyklooxigendzami a pusobenim volnych kyslikovych radikala. Ve
veéts$i mife vznikaji isoprostany pravé druhou cestou, tedy piisobenim volnych kyslikovych
radikdll - neenzymatickou peroxidaci membrdnovych lipidl, obsahujicich kyselinu
arachidonovou. Z toho je jasné, Ze isoprostany by mohly poslouZit jako velmi citlivy

marker oxidativniho stresu.’

* anafylaxe — prudka alergicka reakce na cizorodé bilkoviny, kterd miize byt i smrtelnd [8].

3 obstrukce — prekazka, zamezeni ¢i ztiZen{ prichodnosti dutym orgdnem. PFic.: cizi téleso, kdmen, hlen,
nador aj. [5].

4 antagonisté — opacné pusobici (napf. 1€k nebo sval) [5].

> COPD - chronicka obstrukéni plicni nemoc. Chronické onemocnéni, vznikajici nej¢astéji jako nasledek
chronické bronchitidy, ktera postupné vedla k obstrukci ,ucpavani prudusek (opakované zanéty,
nadmérné mnozstvi hlenu*. Dochézi k poSkozovéni plic (kaSel, dusnost....) a né€kdy téZ srdce [5]

® bronchiektazie — chorobné a trvalé roziieni priidusek. nékdy je vrozené, ast&ji vznika jako nasledek
nekterych (zejména opakovanych) zdnétd. V rozsitenych priduskach probihd téméf stdle zanét s infekci
(kasel s hojnym vykasldvdnim, teploty a celkové pfiznaky chronického zanétu ). Poddvaji se antibiotika a
nckdy je nutné odstranéni bronchiektazii operacné [5]

7 oxidativni stres — stav a d&je vedouci k vzniku velkého mnoZstvi kyslikovych radikald, které mohou
zpusobovat poskozeni bun¢k a tkdni. Oxidativni stres je povaZovan za patogeneticky mechanismus pfi
mnohych chorobnych stavech (zdnétech, ischémiich...) [5]

12
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O cF Obrizek 2: Struktura 8-isoprostanu

8—isoprostan (obrazek 2) byl detekovan v KVV zdravych lidi, a to naznaluje, Ze
existuje jisty fyziologicky limit miry postiZeni oxidativnim stresem [11]. Podle méteni
provadénych uzitim GC/MS bylo zjisténo, Ze u zdravych lidi jsou hodnoty 11 pg/ml KVV
u muzl a 7 pg/ml KVV u Zen [11]. Bylo také zjisténo, Ze pacienti s astmatem maji vyssi
koncentrace 8—isoprostanu ve vydechovaném vzduchu a Ze hodnoty koncentraci koreluji
s rozsahem onemocnéni [12]. Jak ordlng, tak i inhalacné poddvané kortikosteroidy (latky
bézn¢ uzivané pii 1écb¢ astmatu) nedokdzaly snizZit hodnoty koncentraci naméfenych u
tézkych astmatikti (az 50 pg/ml), to mize signalizovat, Ze 1é¢ba kortikosteroidy nesnizuje
oxidativni stres [12].

Zvysené hodnoty 8-isoprostanu byly pozorovéiny téz u kutfdkli a pacientl trpicich
COPD [11]. Podrobnégjsimu sledovani hladiny 8-isoprostanu se vénoval ve své praci [14]
Chytil a zjistil souvislost hladiny 8-isoprostanu s postizenim dal§imi nemocemi na jejichz
patogenezi se podili oxidativni stres. Konkrétn¢ se jednd o azbestézu, silokdzu a

mezoteliom pleury (druh rakoviny plic).

3.3 Stabilita leukotrienu

Leukotrieny jsou latky zna¢né€ nestdlé a snadno dochdzi k jejich degradaci. Je tedy nutné
veSkeré vzorky, ve kterych jsou obsaZené, skladovat pii nizké teploté. Dle [1] bylo
zjiSténo, Ze po dobu 2 mésict pii skladovani pii —80°C nedochédzelo k vyrazné zméné
v koncentraci sledovanych latek. Pribéh odbourdvani za laboratorni teploty byl odlisny u
latek vyskytujicich se v KVV a v mobilni fizi — zdvisi mimo jiné na pfitomnych
enzymatickych systémech — nicméné rychlost degradace sledovanych biomarkerd byla
vyraznd a polocas se pohyboval v jednotkach hodin za laboratorni teploty. V matrici KVV
byla vedle rozpadu jednotlivych latek (velmi dobie patrného v mobilni f4zi) sledovédna i
jejich vzdjemnd ptreména v fadé LTC4 — LTDs — LTE4, kterd je katalyzovdna v KVV
pfitomnymi enzymovymi systémy. RovnéZ pocet cykll rozmrazeni-zamrazeni ma
negativni vliv na mnoZstvi cys-LTs detekovanych v KVV. Velmi nizkd stabilita
leukotrient v KVV je jeden z nejpravdépodobnéjSich divodu pro rozdilné hodnoty

uvadéné v literatuie.
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VysSe uvedené vlastnosti tykajici se stability za rGznych teplot plati také pro

isoprostany.

4. Asthma Bronchiale

Bronchidlni astma se fadi mezi plicni onemocnéni, pfi kterém dochdzi k intenzivnimu
zizeni dychacich cest v diisledku kontrakei hladkého svalstva, edému mukézy® a pritomnosti
vazkého hlenu v lumenu’ bronchii a bronchiol. Priichodnost dychacich cest se v kratkych
Casovych intervalech spontdnné¢ nebo v dusledku 1é¢by méni v zdvislosti na plsobeni
uvolilovanych mistnich spazmogenii a vazoaktivnich latek (histaminu, leukotriend a
prostaglandinil) v priibéhu alergického procesu.

Astma se podle vzniku pfiCiny rozd€luje na asthma atopické a astma neatopické. U
atopického astmatu jsou spoustécim mechanismem alergické reakce xenobiotika. Cizorodymi
latkami mohou byt inhalované Castice prachii a pyld, péry, plyny nebo poZité potraviny c¢i
léky. Tento druh asthmatu zplisobuje okamzitd hypersensitivita na dany alergen. To je
doloZeno i tim, Ze u vice jak 75% astmatikli se projevuje pozitivni kozni odpovéd’ na jeden
nebo nékolik béZnych alergend [13]. K astmatickému zichvatu pak dochdzi po inhalaci
specifického alergenu.

Naproti tomu u neatopického astmatu se nedaji urcit zddné vnéjsi alergeny, proto se
tento proces povazuje za endogenni, a astmaticky zdchvat mize byt vyvoldn chladem,
infekcemi, stresem nebo télesnou namahou.

[14] K vysloveni spravné diagnézy bronchidlniho astmatu je potieba provést celou fadu
vySetfeni. VétSina dnes bé€Zné pouzivanych diagnostickych metod jsou kombinaci semi-
invazivnich a invazivnich metod. Pfi stanoveni diagnostiky asthma bronchiale se nejprve
pacientovi provadi spirometrické'® mé&feni ventilaéni funkce plic. Pokud spirometrické
vySetfeni pfind$i normdlni vysledky, ndsleduje bronchoprovokacéni test nespecifickym
podnétem - podanim latek histaminu, nebo acetylcholinu. Bronchoprovokacni test velmi Casto
zat€Zuje pacienta a muze vést az k astmatickému zdchvatu. Z tohoto divodu jsou proti
invazivnim vySetfeni Casto vzndSeny etické ndmitky s tim, Ze lékat by mél ¢lov€ku obtize
1éCit a ne je vyvoldvat a to ani v zdjmu stanoveni diagnézy. Bronchoprovokacni test se
specifickym podnétem naSel misto v pracovnim lékaistvi, kdy je zapotiebi prokazat

profesiondlni piivod nemoci. Toto vySetieni se provadi jen na specializovanych pracovistich a

® mukéza — sliznice [5].
? lumen — vnitiek trubicovitého organu, zejména cévy, pradusky aj. [5].
' spirometrie — metoda uréena k vySetfeni dechovych funkef plic [5].
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vyzaduje zvlaStni opatrnost, protoze ucinek profesiondlnich drazdivych latek neni
predvidatelny a miize vyvolat i tézkou klinickou reakci.

Analyza dechového kondenzidtu je pomérné novou metodou, kterd piedstavuje
alternativni cestu, kterou je mozné charakterizovat jako zcela neinvazivni a i pro détského
pacienta nezatézujici diagnostickou metodu. Princip metody spocivd v kvantifikaci
specifickych latek - ,biomarkert* pro uvedené onemocnéni, které se vyskytuji v uvedené t&lni
tekutin€ a jejichz koncentra¢ni hladina je v disledku probihajici zanétlivé reakce v dychacich
cestich a plicich vyznamné zvySena. K analyze dechového kondenzitu se pouZzivaji
biochemické metody, nebo metody vyuZivajici vysoce citlivé a specifické techniky na bazi
hmotnostni spektrometrie.

Biomarkery asthma bronchiale jsou cysteinylované leukotrieny tj. LTC4, LTD4 a LTE.,.
Vzhledem k jejich probihajici vzdjemné pfeméné pozorované i ve vzorku KVV (viz. kapitola
3.1) se jevi nejspolehliveéj$im stanoveni jejich souctu tj. koncentrace téchto latek jako celku a

nikoliv koncentrace jednotlivych leukotrient.
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5. Oxidativni stres

Oxidativni stres je proces vedouci ke vzniku velkého mnoZstvi volnych kyslikovych
radikala.

Mezi choroby, na jejichZ patogenezi se vyznamné oxidativni stres podili, patfi mimo
jiné azbestdza a silik6za Casto ustici v rakovinu plic. Oxidativnimu stresu jsou také oproti
nekufdkim podstatné vyrazné€ji vystaveni kutaci.

Volné radikdly jsou vSeobecné velmi reaktivni molekuly majici neparové elektrony.
Jsou produkovény kontinudlné v bunikdch jako produkt jejich metabolismu nebo tnikem
z mitochondridlniho dychactho cyklu. V mnoha reakcich vznikaji ty nejreaktivnéjsi
kyslikové radikdly napt.: superoxidovy anion, peroxidovy anion nebo hydroxylovy radikal.
Bunky samy maji obsdhlou sadu antioxidanich mechanismi, které zabranuji tvorbé
téchto radikdlii a eliminuji jejich ni¢ivy efekt. Reaktivni volné radikdly, které vznikaji
uvnitt bunky, mohou oxidovat biomolekuly, ¢imz mohou bunku poskodit nebo dokonce
zni¢it. V patogenezi fady nemoci je plisobeni volnych radikdlli zahrnuto, jenze chybi
dostatecné citlivd metoda pro detekci téchto velmi krétce Zijicich molekul pfimo v Zivém
systému. Diky tomuto analytickému problému je fada piedstav o pusobeni volnych
radikal nedokonald ¢i nevyjasnénd. Proto u mnohych onemocnénich nenf stile jasno, zda-
li jsou volné radikdly pfi¢inou onemocnéni nebo zda-li jsou formovany jako disledek
onemocnéni. Z tohoto divodu je dnes nutné nachdzet biomarkery pro oxidativni stres,
které mohou byt vyuZity v objasnéni patogeneze chorob nebo mohou pomoci pii hledani
mechanismil pisobeni riiznych xenobiotik [15].

8-isoprostan se jevi jako jeden z téchto vhodnych markert a vzhledem k tomu, Ze je, za
pomoci na$i metody, mozné snadno stanovit jeho hladinu vedle leukotrient, byl ptibran

jako dal$i analyzovana latka.

16



6.1 HPLC/MS

Tato podivna zkratka v sobé skryvd tandem dvojice velmi piesnych instrumentdlnich
analytickych metod. HPLC - High Performance Liquid Chromatography, cesky
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie je jednou z velmi ptesnych a citlivych modernich
metod separace latek. UmoZnuje déleni vétSiny organickych i anorganickych latek a uziva
se hlavné pro separaci tepeln¢ nestdlych a mdlo té€kavych latek. Na rozdil od plynové
chromatografie (GC - Gas Chromatography) zde hraje, krom¢ typu a sloZzeni kolony,
velkou roli také sloZeni mobilni faze.

MS - Mass Spectrometry, ¢esky hmotnostni spektrometrie je fyzikdlné-chemicka
metoda umoZiujici uréeni hmotnosti atomli a molekul dopadajicich ve formé iontl na
detektor. Ve spojeni s HPLC nebo jinym druhem chromatografie je tato metoda vhodnd
pro stanoveni stopovych latek.

Aby bylo moZné latky analyzovat pomoci hmotnostni spektrometrie, je tieba je nejprve
prevést do plynné faze a ionizovat je. Vzhledem k tomu, Ze na chromatografické kolon¢ se
latky nachdzeji v kapalné fazi je toto spojeni narocné, protoZe u starSich typl ionizace
(electron impact - ionizace ndrazem elektronu nebo chemickd ionizace) bylo nutné latky
pred vlastni ionizaci odpafit, coZ mohl byt s ohledem na jejich termickou stabilitu problém.

Proto jsou nyni vyuzivany novéjsi metody, které nevyZzaduji odpateni pfed vlastni ionizaci:

ESI - ionizace elektrosprejem [14]

ESI umoznuje soucasné odpatit rozpoustédlo a ionizovat latku, proto se velmi dobie
hodi prave pro spojeni HPLC s MS. Kapicky roztoku jsou vysttikovany pti atmosférickém
tlaku proti proudu ohfdtého dusiku, ktery pomdha odpatovéani rozpoustédla, ptfiCemz je
vlozeno napéti 3-5 kV mezi vystupni kapildru (tzv. jehlu) chromatografu a vngj$i plast
elektrospreje. Diky povrchovému napéti, tlaku a vysokému elektrickému poli vytvofeného
na povrchu roztoku vznikaji malé nabité kapicky. Z téchto kapicek se kromé rozpoustédla
odpafuji plynné ionty studované latky''. Ty jsou
dale vtahovany nabitou kapildrou a postupuji do

analyzatoru.

Obrazek 3: Funkce ESI.
Jet — proud analytu s rozpoustédlem
Needle tip — hrot jehly

Needle tip

pievzato

"' Jedn se o jev vypatovani iontil - fon Evaporation —IE [16]
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APCI - chemicka ionizace za atmosférického tlaku

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku mi obdobnou instrumentaci jako
elektrosprej s tim rozdilem, Ze dochédzi k reakci mezi ionizaCnim plynem a sledovanou
latkou — nejde tedy o pfimou ionizaci - a stejn¢ jako ESI se nejcastéji pouziva pti spojeni

s kapalinovou chromatografii.

Zejména diky témto ioniza¢nim technikdm bylo umoZnéno analyzovat latky vysSich
molekulovych hmotnosti, jejichZ analyza byla pfed tim dost obtiznd nebo dokonce
nemoznd. Hmotnostni spektrometrie tak opousti ¢ist¢ chemické obory a byva stdle Castéji
vyuzivdna vSude tam, kde je nutné analyzovat rizné biologické materidly, ve kterych se
studované latky vyskytuji v koncentracich fddové pg/ml. Jiz dnes je tato technika
vyuzivdna napiiklad v toxikologii, pfi analyze metabolitti drog v télnich tekutinich nebo

pti analyze proteini.

6.2 Hmotnostni spektrometr
Nyni bych se rdd vénoval podrobnéjSimu popisu instrumentace HPLC/MS. Budu

vychdzet z mnou pouZivaného pfiistroje Varian 1200L. Zdkladnimi jednotkami jsou pumpy
mobilni faze, vlastni HPLC kolona, €asto se zatfazenymi piedkolonami a postkolonami, a
vlastni hmotnostni spektrometr. Velmi uzitecnym pomocnikem je také autosampler a celé

meéfeni samoziejmé 1idi pocitac. Mobilni faze je ze zasobnich lahvi ¢erpana pumpami pies

Obrazek 4:
Hmotnostni
spektrometr
Varian 1200 L
pouZzivany pro
analyzy

s pripojenym
ioniza¢nim
modulem pro
APCI (pri
analyzach
vsak byl
uzivan ESI)
foto: autor
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degasser (odplynova€) a v Sestihlavém ventilu je k ni napichovdn vzorek. Nésledné
mobilni fize se vzorkem pokracuje na pfedkolonu a kolonu. Za kolonou je zafazena jeste
hlava pro piimé napichnuti vzorku (direct inject), kterou je mozné ovladat ru¢né a je tedy
mozné napichnout vzorek i bez prichodu kolonou piimo do hmotnostniho spektrometru.
Tato hlava usti do iontového zdroje (ESI nebo APCI) a do hmotnostniho spektrometru
(obrazek 4).

Hmotnostni spektrometr se skldda z nasdvaci kapildry (capillary), trojitého kvadrupdlu
(Q1, Q2, Q3), jehoz funkce zavisi na zvoleném modu, a citlivého detektoru (zlata
krabic¢ka). Uvniti spektrometru je neustdle udrZovdno vakuum pomoci turbomolekularni

pumpy (kruh uprostied). Na obrdazku 5 muZete vidét schéma ziskané z ovladaciho

softwaru.
QEL0) =

Meedle Shield :

S000% 0 uf B0 (AL =" 0.000 m Toarr
MNebulizing Gas Drying Gas -0.5% Y SREEEE
N2:59.0 psi 200°C.19.0 psi L4 — @
5
ESI |

Housing
S50°C

Capillary o0 W OfF
B0 Positive

LC Walve: Load/ Divert
AR Ready
A1200L MS: Ready to collect

Obrazek 5: Schéma hmotnostniho spektrometru. Pievzato z ovlddaciho softwaru Varian.
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6.3 Pouzité pristroje vvbaveni a chemikalie

Pristroje
Odbér KVV: Kondenzétor vydechovaného vzduchu (EcoScreen, Jaeger, Germany)
HPLC/MS: Systém vysoce ucinné kapalinové chromatografie s tandemovym
hmotnostnim spektrometrem sestavajici z:
e dusikovy generdtor (M 365, Peak Scientific, UK)
e autosampler (automaticky ddvkovac) (Auto Sampler 410, Varian, USA)
e vysokotlaké pumpy pro HPLC (Pro Star 210, Varian, USA)

e HPLC kolona (Thermo Hypercarb: 100x2,1 mm, part. size 5 um, Thermo, USA)

e hmotnostni spektrometr (1200 L, Varian, USA)

e davkovac pro direct inject (Pump 11, Harvard Apparatus, USA)

Rozpoustédla
Metanol LC/MS grade (Riedel de Haén, Némecko)

Voda LC/MS grade (Riedel de Haén, Némecko)
Acetonitril LC/MS grade (Riedel de Haén, Némecko)
Roztok NHj ve vod¢ 28 % (Aldrich, USA)

Plyny 5
Vzduch technicky (SIAD, CR)

Argon technicky (SIAD, CR)
Dusik technicky (SIAD, CR)

Standard
Leukotrien B, (Cayman Chemical, USA)

[6, 7, 14, 15 *H] Leukotrien B4 (Cayman Chemical, USA)
[20,20,20 2H] Leukotrien E4 (Biomol, USA)
8-isoprostan (Cayman Chemical, USA)

[3,3,4,4 H] 8-isoprostan (Cayman Chemical, USA)
Cysteinyl leukotriens (Biomol, USA)

Sorbenty

Imunoafinitni sorbent pro cysteinylované leukotrieny (Cayman Chemical, USA)

Imunoafinitni sorbent pro 8-isoprostan (Cayman Chemicals, USA)
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7.1 Odbér a zpracovani vzorku

Pro analyzu byly ziskdny 3 tdpIné sady vzorki a jedna netplna (chybi vecerni a piilno¢ni
vzorek), odebrané v priibéhu jednoho dne. Vzorky byly odebrdny za pomoci pfistroje
EcoScreen (Jaeger, Némecko) na Ustavu pracovniho lékatstvi 1.LF UK v Praze. Prvni
odbér byl proveden v 7 hodin rdno, druhy v ptl jedné odpoledne, tteti v Sest hodin vecer a
¢tvrty o pulnoci. Zminéné Casy nejsou s ohledem na dobu potfebnou k odebrani KVV
piesné.

Na obrazku 6 mulZzete vidét schéma kondenzatoru vydechovaného vzduchu.
Kondenzator se sklddd z ndustku, jednocestného ventilu pro separaci vdechovaného a
vydechovaného vzduchu (kondenzatorem prochazi pouze vydechovany vzduch), chladice,
ktery uziva protiproudy chladici okruh, ktery umoZznuje provadét odbér pii -20°C, a
pneumotachografu — pfistroje, ktery zaznamendava celkovy objem vydechnutého vzduchu,

pramérny objem jednoho vydechu a také stopuje Cas.

Naustek

Lamelarni
kondenzator

Sbérna nadobka

Chladici komurka

Obrazek 6: Schéma kondenzatoru vydechovaného vzduchu. Prevzato z [1]

Pro odbér byla zvolena doba 15 minut. Za tuto dobu byly ziskdny 2 — 3 ml KVV. Na
obrazku 7 muzete vidét kondenzator vyjmuty z chladiciho zafizeni a na obrazku 8 vlastni
prabeh odbéru. Naroky na pacienta pti odbéru jsou minimélni. Pacient pouze klidn¢ dycha,
pficemZ je vylouc¢eno dychdni nosem a nesmi dojit ke kontaminaci slinami. Bezprostfedné

po odbéru byla jesté zméfena spirometrie.

Vzorek byl ihned po odebrdni zmrazen na -80°C. Skladovani za takto nizkych teplot je

klicové pro uchovéni sledovanych markert, protoZze v matrici KVV muize probihat jednak
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degradace molekul v dusledku vysoké (laboratorni) teploty, ale také jejich dalsi pfemény

diky ptitomnym enzymatickym systémuam.

Obrazek 7 (vlevo): Kondenzator se shérnou nadobkou vyjmuty z chladici komiirky
Obrazek 8 (vpravo): Priibéh odbéru KVV. 2x foto: autor

7.2 Priprava vzorku pro HPLC/MS analyzu

ZamraZené vzorky byly v termosce pievezeny z 1.LF UK na VSCHT, kde byla zahdjena
jejich ptiprava pro analyzu. Vzhledem k velmi nizké koncentraci leukotrieni v KVV (1 —
200pg/ml) bylo nutné latky pfed vlastni analyzou separovat a zakoncentrovat.

Ve stadiu piipravy je nyni separace pomoci tzv. imunomagnetické separace. Jde o
metodu, kdy v prvnim kroku je pfipravena magneticka castice (kulovitd mikrocastice
Fe,0s, pokrytd inertnim polymerem na bazi polyurethanu) Dynabead 280 M (DYNAL,
Norsko) aktivovand tosylovymi reaktivnimi skupinami, jejimz prostfednictvim je k
povrchu navdzdna monoklondlni protildtka (anti-cys-leukotrien). Tyto Céstice jsou
nasledné ptiddny ke KVV a téméf okamzité probihd reakce mezi leukotrieny a jejich
antigeny.

Pro zpracovdni byla ovSem zvolena starSi osvédéend metoda separace pomoci
imunoafinitniho sorbentu [1]. Zdkladem této metody je vznik komplexu antigen-protildtka.
Zakladni charakteristikou reakce mezi antigenem a protildtkou je jeji vysoka specific¢nost.
Tedy pokud je k dispozici specificka protildtka — monoklondlni protilatka, mize byt pii
pouziti vhodné laboratorni techniky provedena extrakce sledovaného antigenu
z biologického vzorku kvantitativné a téméf exklusivné (minimdlni podil nespecifickych

reakci).
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Syslové [1] a Lukése Chytila [14] na UOT VSCHT.

Pti zpracovani vzorkl jsem pouZil nésledujici postup: Ihned po rozmrznuti bylo k 1 ml
vzorku pfiddno 250 pg deuterovanych vnitinich standardi 8-isoprostanu-ds, LTB4-ds a
LTE4-d3 (Biomol, USA). Deuterované latky maji stejné chemické a fyzikalni vlastnosti, ale
lisi se pouze molekulovou hmotnosti, ¢ehoz se s vyhodou vyuzivd ptfi hmotnostné-
spektrometrickych analyzdch. Diky pfiddni tohoto zndmého mnozZstvi znacené latky
muzeme na konci pfi analyze vyhodnotit ztraty zptisobené pobytem vzorkl pfi laboratorni
teploté béhem extrakce a soucasné vylou¢ime nidhodnou chybu.

Nésledné bylo k 1 ml vzorku s vnitinimi standardy ptiddno 50ul suspenze cysteinyl
leukotriens affinity sorbents a 50ul suspenze 8-isoprostane affinity sorbents (Cayman
Chemicals, USA). Vzorky byly 60 minut protiepdvany na laboratorni tfepacce a nasledné
10 minut odstted'ovany. KVV nad sorbentem byl opatrné odsit a znehodnocen. Nasledné
byl sorbent promyt 1ml destilované vody, 5 minut tfepdn a opét 10 odstiedovan. Promyti
bylo jesté jednou zopakovino. Po odsiti vody po druhém promyti bylo pfiddno 0,5ml
ledového metanolu pro uvolnéni komplexti a opét byl vzorek 5 minut protfepavan a 10
minut odstfedovan. Methanol nad sorbentem byl pfenesen do Cisté polypropylenové
zkumavky a pfidini metanolu bylo jesté¢ jednou zopakovdno. Zbyly sorbent byl
znehodnocen. Metanolové extrakty byly spojeny a metanol byl odpafen jemnym proudem
dusiku.

Zbytek po odpafeni metanolu byl zmrazen (-80°C) do doby, nez bylo piikroceno
k HPLC/MS analyze.

_=i)_ ostatni

" . 'I.-..‘:'\:.___,:' I-I-":ﬂ e_]c U..I:_}" . il . )
" = AU leukotrieny
. globuliny )
- &
E iqi — fi . — —
— § < —¥x
st A !,’
dechovy roztok k
HFPFLC/MS

Eondenzat

Obrazek 9: Schéma immunoafinitni extrakce pouZzité pro zpracovani vzorki.
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7.3 Optimalizace podminek analyzy

Pro analyzu byl pouzZit hmotnostni spektrometr 1200 L s trojitym kvadrupdlem
vyrobeny firmou Varian (USA). Chromatografické déleni bylo uskute¢néno za pouziti
kolony Hypercarb Thermo (100 x 2,1 mm x 5 um) s mobilni f4z{ acetonitril:voda:amoniak
= 70 : 30 : pH=11 pfi isokratickém uspoiddani a pritoku 200 pl/min. Byla pouzita
elektrosprejova ionizace (ESI) v negativnim modu a velmi citlivy a selektivni tzv. MRM
(Multiple Reaction Monitoring) mod. Jeho principem je izolace specifického analytu
(méfené latky) na prvnim kvadrupdlu, jeho podrobeni srdaZkové-indukované disociaci
(CID) na druhém kvadrupdlu a detekci charakteristického fragmentu na tfetim kvadrupdlu.

Vzhledem k tomu, Ze pouzity hmotnostni spektrometr neddvno pfed mymi méfenimi
nahradil star${ stroj (kvlli technickym problémiim) téméf shodné konstrukce — bylo nutné
provést znovu optimalizaci staré metody. Tato optimalizace byla provedena pomoci
komeréné dostupnych standardnich vzorkd leukotrieni a 8-isoprostanu bez pouZiti
chromatografické kolony. Podminky na hmotnostnim spektrometru byly optimalizovany
z hlediska dosaZeni maximdlni citlivosti stanoveni na nésledujici hodnoty: napéti na
kapilafe -70 V, tlak kolizntho plynu (argon) vyuZivaného pro srdaZkové-indukovanou
disociaci (CID) 0.2 Pa. Kolizni energie a specifické fragmenty jakoZto vysledky série

optimaliza¢nich experimentli jsou uvedeny v tabulce 1 pro kazdy jednotlivy analyt.

Tabulka 1  Relativni hmotnosti specifickych fragmentii a kolizni energie pro
jednotlivé biomarkery

Analyt CID Kolizni energie (eV)
LTBy 335,1 - 2794 19
LTB4-dy 339,1 — 198,1 19
LTC, 624,3 — 271,3 22
LTD, 495,2 — 265,1 19
LTE, 438,2 — 333,0 19
LTEd; 441,2 — 336,5 19
8-isoprostan 353,1 — 184,0 28
8-isoprostan-dy 357,1 — 197.6 28
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Dalsi parametry ptistroje byly ptevzaty z plivodni metody: napéti na jehle ESI: -4500
V, teplota susiciho plynu (dusik) 300°C. Napichované mnozstvi vzorku bylo 20ul.

7.4 HPL.C/MS analvyza

Pted vlastni analyzou byly zamraZené vzorky rozpustény v 50ul mobilni fize a nasledné
bylo ptikroceno k vlastni analyze. Byla provedena kalibrace se standardnimi hodnotami
koncentraci leukotrient: 2,5 pg/20ul, 5 pg/20ul, 10 pg/20ul, 25 pg/20ul, 50 pg/20ul, 75
pg/20ul, 100 pg/20ul a 200 pg/20ul a s jednotnou koncentraci deuterovanych standard
leukotrient (100 pg/20ul). Nasledné byly naméfeny vzorky a opét byla provedena
kalibrace. Vysledkem byly chromatogramy se zndmymi plochami piki pro jednotlivé
analyty a jejich deuterované protéjsky.

Na zdklad¢ poméra (K/S) integrovanych ploch pikG (pouZit software Varian WS
Workstation) oby¢ejnych (oznaceny K) a deuterovanych leukotrienti (oznaceny S) resp. 8-
isoprostanu a zndmych koncentraci napichovanych roztokd byly vytvoreny kalibra¢ni
pfimky (obriazek G10). Nasledné¢ byly z rovnic téchto piimek vypocteny hodnoty

koncentraci v KVV sledovanych osob.

Kalibraéni zavislosti

¢ | TB4
m 8-1S0
LTC4
LTD4
=L TE4

250

200

150 c(LTB4) = 91,368x + 5,2465

R? =0,9903
c(LTC4) = 143,47x + 1,8845
R? =0,9843
c(LTD4) = 105,84x + 3,6588
R? =0,9914
¢(LTE4) = 89,075x + 3,9757
R? =0,9913

c(8-iso) = 81,591x + 1,6021
0 1 2 3 R = 0,9942

C (pg/20ul)

100

50

K/S x=K/S

Obrazek G10: Kalibraé¢ni primky pro jednotlivé leukotrieny a 8-isoprostan
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8. Vysledky a diskuse

Ziskané vysledky shrnuje tabulka 3. Jednotlivym osobdm, které se podrobily vyzkumu,
byla pro usnadnéni price piifazena ¢isla 01 — 04. Podobné odbéry jsou znafeny podle

pofadi ¢isly 1 — 4. V tabulce 2 jsou blizsi idaje o zkoumanych osobéch, které mohou byt

uzite¢né pro interpretaci vysledkti. Vzorky KVV byly odebrany v béZzny pracovni den.

Tabulka 2: Zkoumané osoby

Osoba | pohlavi, vék Podrobnosti
01 zena, 19 ndb¢h na astma, sport: karate, nekuidk
02 zena, 19 zdrava, doma se kouii — vystaveni oxidativnimu stresu
03 zena, 19 zdrava, sport: lehk4 atletika, nekuidk
04 muz, 18 léCeny pylovy alergik, sport: aerobik, nekuidk

Tabulka 3: Namérené koncentrace biomarkera v 1ml KVV

8-isoprostan cysLTs

LTB, (pg/ml) (pg/ml) LTC4 (pg/ml) LTDy4 (pg/ml) LTE4 (pg/ml) (pg/ml)

01_1 24 25 65 23 26 114
01_2 31 29 68 25 34 127
01_3 33 31 73 28 36 137
01_4 36 36 74 31 39 144
02_1 22 51 44 11 24 79
02_2 26 57 47 12 25 84
02_3 28 65 53 15 28 96
02_4 35 69 55 19 31 105
03_1 28 29 30 15 30 75
03 2 34 33 34 13 33 80
04 1 20 28 33 18 26 77
04 2 24 33 35 25 29 89
04_3 27 36 41 29 31 101
04 4 32 38 42 34 35 111

Hodnoty LTB4 jsou u vSech osob pfiblizn€ stejné a na nizké hodnoté, coZz znaci, Ze
7adna ze zkoumanych osob netrpi akutnim zanétem. Podobn¢ je tomu i u cysteinylovanych
leukotrienti. Pouze u osoby 01 jsou mirn¢ zvySené, coz koresponduje s jejim ndb&éhem na
asthma, nemélo by se vSak jednat o nic vdZného, coZ odpovidd realité. Pro srovnani,
koncentrace sumy cysLTs osoby 01 se pohybuje kolem 130 pg/ml, zatimco u osob vice
postizenych asthmatem se pohybuje kolem 160 pg/ml a u zdravych osob se pohybuje

kolem 90 pg/ml [1]. Hodnoty 8-isoprostanu jsou mirn¢ zvysené u osoby 02, coz odpovida
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jeji zvysené expozici cigaretovému koufi jakoZto prokdzanému plvodci oxidativniho
stresu. Opét uvaddim pro srovnani, Ze primérna koncentrace zdravych osob je 40 pg/ml, u
osoby 02 je tato koncentrace v priméru 60 pg/ml a u osob postizenych silikbzou se
pohybuje v priméru kolem 120 pg/ml, jsou ale zaznamendvéany i hodnoty bliZici se 160
pg/ml [14].

Pon¢kud 1épe budou vysledky vidét v grafickém zndzornéni na obrazcich G11 — G13.

V grafech jsou na vodorovné ose vynesena pouze Cisla odbérti. Intervaly mezi odbéry

byly stejné. Casy odbéri byly: 1. 7:00, 2. 12:30, 3. 18:00, 4. 23:30.

LTB 4

100

60
40 +

¢ (pg/ml)

20

odbér

¢0O1 02 O3 004

Obrazek G11: Vyvoj hladiny LTB4
Rozdil koncentraci LTBs mezi ranem a vecCerem ¢ini v priméru 11 pg/ml, coz je

vzhledem k jeho nizké koncentraci nartst o 46%.
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Obrazek G12: Vyvoj hladiny cysLTs

Diléi hodnoty jednotlivych cysLTs mohou byt mirn€ zavadéjici vzhledem k béZici
pfemén¢ LTC4 — LTD4 — LTE4, komentuji proto soucet koncentraci cysLTs, ktery je pti
stanoveni diagnézy smérodatny. Tento soucet vzrostl u zdravych osob primérné o 30

pg/ml a o stejnou hodnotu vzrostl i u osoby 01. Procentudlné tedy vzrostl o 40% resp. 26%.

8-isoprostan
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Obrazek G13: Vyvoj hladiny 8-isoprostanu
Koncentrace 8-isoprostanu méla na rozdil od leukotrient u zdravych osob i u osoby 02
shodny procentudlni narist a to 35%. Znacné se vSak 1isi absolutni ¢isla: nartst o 10 pg/ml

u zdravych osob a 0 18 pg/ml u osoby 02.
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Jak muiZete vidét na grafech, hladiny markerd béhem dne mirné rostou. To je
pravdépodobné projevem aktivity organismu a téz vnéjSich vlivli, kterym je organismus
v béZném prazském pracovnim dni vystaven. Ponékud ptekvapivé je, Ze maximum
koncentrace markerti nastdvd az v pozdnich vecernich hodindch a nikoliv bé&hem
odpoledne, nebo navecer, jak jsem ocekdval. Toto znaci, Ze hladina markert ostte klesa ve

spanku, kdy ¢lovék dycha klidng, télo je v utlumu a regeneruje.
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9. Zavér:

Cilem pfedklddané prace bylo objasnit vyvoj koncentraci leukotrienii a 8-isoprostanu
v KVV jakoZzto markert asthma bronchiale resp. postiZeni oxidativnim stresem v prubchu
dne. Pro extrakci z KVV a stanoveni koncentraci sledovanych markerti byla pouZita
metoda immunoafinitni separace v kombinaci s HPLC/MS analyzou. Zjisténé vysledky
ukazuji, Ze koncentrace markert rostou od rdna do pozdniho vecera o 10 — 20 pg/ml, coz
¢ini 25 - 40% rannich hodnot. Vyvoj koncentrace lze popsat linedrni zavislosti. V prab¢hu
spanku potom dochdzi k propadu koncentrace na ptivodni hodnotu. Poklesy koncentraci
spojené se spiankem mohou byt pfedmétem dalsiho vyzkumu.

VysSe zminény rozdil mezi rannim a vecernim odbérem dobie koresponduje i se star§Sim
méné podrobnym screeningem provedenym v pocatecni fazi vyvoje diagnostiky.

Vyvoj diagnostiky bude didle sméfovat k vytvofeni modelového biochipu na bdazi
immunomagnetické separace sledovanych markerii a odstartovani vétsi klinické studie,

ktera by potvrdila moZnost zavedeni této metody do praxe.
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