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Abstrakt 

P�edkládaná práce je sou�ástí �ešení širší problematiky „Vývoj neinvazivní diagnostiky asthma 

bronchiale“, který je realizován na Ústavu organické technologie VŠCHT Praha ve spolupráci 

s Klinikou nemocí z povolání 1. LF UK a VFN. Cílem tohoto projektu je vyvinout spolehlivou, 

rychlou a nenáro�nou neinvazivní metodu pro diagnózu asthma bronchiale, využívající 

monitorování hladin biomarker� - leukotrien� v kondenzátu vydechovaného vzduchu pomocí 

vysoce citlivé a selektivní analytické metody - HPLC/MS. 

P�edkládaná práce si kladla za cíl popsat zm�ny hladin biomarker� výše zmín�ného onemocn�ní 

v pr�b�hu 24 hodin. Znalost t�chto zm�n je d�ležitá pro p�esné ur�ení diagnózy bez ohledu na 

dobu odb�ru kondenzátu vydechovaného vzduchu. Pro zpracování vzork� byla úsp�šn� aplikována 

již vyvinutá separa�ní metoda immunoafinitní extrakce a hmotnostn� spektrometrické analýzy. 

Výsledkem experimentální �ásti je popis vývoje hladin marker� v pr�b�hu 24 hodin. B�hem 

dne, kdy je t�lo aktivní, dochází k rovnom�rnému r�stu hladin marker� a ve spánku k jejich 

poklesu. Paraleln� byl též zkoumán vývoj hladiny 8-isoprostanu jakožto markeru oxidativního 

stresu. Výsledky byly podobné marker�m 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. 
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Seznam zkratek 

KVV – kondenzát vydechovaného vzduchu 

LTA4 – leukotrien A4 

LTB4 – leukotrien B4 

LTC4 – leukotrien C4 

LTD4 – leukotrien D4 

LTE4 – leukotrien E4 

CysLTs – cysteinylované leukotrieny (LTC4, LTD4, LTE4) 

LTB4-d4  - [6,7,14,152H] leukotrien B4 

LTE4-d3  - [20,20,202H] leukotrien E4 

HPLC/MS – vysokoú�inná kapalinová chromatografie spojená s hmotnostní 

spektrometrií 

COPD – chronická obstruk�ní plicní nemoc 

GC – plynová chromatografie 

ESI – elektrosprejová ionizace 

APCI – chemická ionizace za atmosférického tlaku 

MRM – „multiple reaction monitoring“ používaný mód hmotnostního spektrometru 

CID – srážkov� indukovaná disociace 
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1. Úvod 

 

Asthma bronchiale je onemocn�ní, jehož incidence v moderní populaci neustále roste 

jako d�sledek zvyšujícího se po�tu alergen� v životním prost�edí. Ze stejného d�vodu 

klesá i v�k, kdy dochází k výskytu prvního astmatického záchvatu. V�asná diagnostika 

uvedeného onemocn�ní je d�ležitá z hlediska zahájení ú�inné terapie a minimalizace 

poškození pacienta. V sou�asné dob� v praxi používané diagnostické metody spo�ívají 

v kombinaci invazivních a semi-invazivních metod, které jsou pro pacienta zat�žující a 

v p�ípad� d�tí až stresující záležitostí. Analýza dechového kondenzátu (KVV) je pom�rn� 

novou metodou, která p�edstavuje alternativní cestu, kterou je možné charakterizovat jako 

zcela neinvazivní a i pro d�tského pacienta nezat�žující diagnostickou metodu. Princip 

metody spo�ívá v kvantifikaci specifických látek - „biomarker�“ pro uvedené onemocn�ní, 

které se vyskytují v uvedené t�lní tekutin� a jejichž koncentra�ní hladina je v d�sledku 

probíhající zán�tlivé reakce v dýchacích cestách a plicích významn� zvýšena. K analýze 

dechového kondenzátu se používají biochemické metody, nebo metody využívající vysoce 

citlivé a specifické techniky na bázi hmotnostní spektrometrie. V sou�asné dob� se 

problematika využití kondenzátu vydechovaného vzduchu jako zdroje biomarker� celé 

�ady plicních onemocn�ní nachází ve stavu, kdy byla popsána celá �ada metodik jejich 

stanovení, ovšem výsledky uvedených studií vykazují zna�ný rozptyl, který je dán 

opomenutím celé �ady specifických faktor�, které je nutné respektovat p�i zpracování a 

následné analýze této t�lní tekutiny.  

P�edkládaná práce je sou�ástí obsáhlejšího projektu vývoje neinvazivní diagnostické 

metody pro asthma bronchiale a dalších onemocn�ní (silikóza, azbestóza) jejichž markery 

jsou podobné marker�m asthma bronchiale. Výzkum je provád�n na Ústavu organické 

technologie VŠCHT Praha ve spolupráci s Ústavem pracovního léka�ství 1.LF UK. 

Do sou�asné doby byla vytvo�ena metoda pro stanovení biomarker� zmín�ných 

onemocn�ní v KVV kombinující tzv. immunoafinitní extrakci  - vysoce specifickou 

separaci biomarker� bronchiálního astmatu založenou na principu reakce monoklonální 

protilátky s p�íslušným markerem – a hmotnostn� spektrometrické analýzu – vysoce citlivé 

a selektivní analytické metody pro kvalitativní a kvantitativní stanovení daných marker�.  

Cílem této práce je popsat vývoj hladin marker� v pr�b�hu dne jakožto jeden 

z d�ležitých aspekt� pro správné vyhodnocení klinických výsledk� a stanovení diagnózy. 

Hladina biomarker� nam��ená v KVV r�zné denní dob� se m�že lišit, což by mohlo vést 
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ke zkreslení výsledk� a tím až k nep�esnému nebo dokonce chybnému stanovení diagnózy. 

Tento parametr je tedy nutné brát p�i stanovení diagnózy v úvahu. 
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2. Kondenzát  vydechovaného vzduchu 

 

Vyšet�ení vydechovaného vzduchu má dlouhou tradici. Již koncem 18. století jeho 

složení zkoumal francouzský chemik a léka� Antoine Laurent de Lavoisier. S „analýzou“ 

vydechovaného vzduchu se �adu let b�žn� setkávají �idi�i p�i testování na požití alkoholu. 

Pro dech diabetik� je typický charakteristický zápach zp�sobený p�ítomností acetonu, 

kyseliny �-hydroxymáselné a acetoacetátu..  

Vydechovaný vzduch je však podstatn� složit�jší sm�sí látek, než by se mohlo zdát. 

Do sou�asnosti bylo ve vydechovaném vzduchu detekováno p�es 200 látek a další 

p�ibývají. [1]  Vydechovaný vzduch má dv� fáze – plynnou a kapalnou. V plynné fázi jsou 

obsaženy hlavn� plyny uvoln�né z krve a plyny p�ítomné ve vdechovaném vzduchu a dále 

t�kavé látky uvoln�né p�i metabolických reakcích v lidském t�le. Jde hlavn� o oxid 

dusnatý, oxid uhli�itý a oxid uhelnatý, vodu, peroxid vodíku a plynné uhlovodíky (ethan). 

V kapalné fázi, která je tvo�ena aerosolovými �ásticemi strhávanými ze st�n dýchacích cest 

a plicních sklípk�,  se nachází voda a  mnoho složitých organických látek. Mezi nimi 

nap�íklad DNA, hormony (histamin, serotonin) a také velká skupina protein� a metabolit� 

kyseliny arachidonové. Práv� metabolity kyseliny arachidonové tvo�í skupinu látek, která 

nás zajímá. N�které z t�chto látek (8-isoprostan, leukotrieny) jsou totiž citlivými markery a 

mediátory n�kterých onemocn�ní -  tedy substancemi, které svou p�ítomností nebo 

zvýšenou hladinou signalizují nastupující onemocn�ní ješt� dlouho p�ed prvními 

klinickými p�íznaky nebo vypovídají o jeho rozsahu. [2,3] 

V�tšinu obsažených látek – jak z plynné, tak z kapalné fáze - lze zkondenzovat 

dýcháním p�es chladící za�ízení. Tím získáme tzv. kondenzát vydechovaného vzduchu 

(KVV). V 1 ml KVV se nacházejí �ádov� desítky (1-200) pg pikogram� výše zmín�ných 

metabolit� kyseliny arachidonové. Jejich koncentrace pravd�podobn� nejspolehliv�ji 

odráží jejich koncentraci v dýchacích cestách a sledováním jejich hladiny je možné 

hodnotit rozsah onemocn�ní a úsp�šnost lé�by. [2] V jiných pracích byly sledovány 

hodnoty t�chto marker� v r�zných t�lních tekutinách, nap�íklad v krevní plazm� [3] nebo 

v mo�i [4]. Tyto koncentrace však vypovídají spíše o úhrnné t�lní produkci než o obsahu 

v dýchacích cestách. 
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3. Sledované látky  

3.1 leukotrieny 

 

Leukotrieny jsou spole�n� s prostaglandiny, prostacykliny, tromboxany souborn� známé 

jako eikosanoidy (též ikosanoidy - ve všech p�ípadech jedná o C20-slou�eniny). Jsou 

produkovány všemi sav�ími bu�kami krom� �ervených krvinek a jsou to metabolity 

kyseliny arachidonové. Podobn� jako hormony mají p�i extrémn� nízkých koncentracích 

zna�né fyziologické ú�inky. Zprost�edkovávají nap�íklad: 

�� Zán�tlivou odpov�� 

�� Pocit bolesti a hore�ku 

�� Regulaci krevního tlaku 

�� Indukci srážení krve 

�� Kontrolu n�kolika reproduk�ních funkcí, jako nap�íklad indukci porodních stah� 

�� Regulaci cyklu spánku a bd�ní 

Od hormon� se liší tím, že nejsou unášeny krevním �e�išt�m do místa ú�inku. Jsou to 

chemicky a biologicky nestálé látky (n�které z nich se rozkládají  in vitro1 b�hem n�kolika 

minut), a díky tomu mají funkci spíše lokálních mediátor�.  

Kyselina arachidonová (5,8,11,14-eikosatetraenová kyselina; viz obr. 1) je nenasycená 

mastná kyselina s 20 uhlíkovými atomy a �ty�mi cis dvojnými vazbami. V t�le je vázána 

ve fosfolipidech v bun��ných membránách. P�sobením  enzymu  fosfolipázy  A2  je  

uvol�ována  do  organismu.  �inností  enzymu 5-lipoxygenázy se kyselina arachidonová 

p�em��uje na nestabilní  epoxidový leukotrien A4 (LTA4), který m�že být  dále 

p�em��ován  jednou ze dvou  možných enzymatických drah. P�sobením LTA4 hydrolázy 

dochází ke vzniku leukotrienu B4 (LTB4), p�ípadn� p�sobením  enzymu LTC4 syntetázy 

vzniká první �len z  tzv. cysteinylovaných  leukotrien� (cysLTs) a to leukotrien C4 (LTC4). 

K cysteinylovaným  leukotrien�m dále �adíme leukotrien D4 (LTD4) a leukotrien E4 

(LTE4). V �ad� cysLTs dochází k postupné p�em�n� v �ad� LTC4 	 LTD4 	 LTE4 

následným p�sobením enzym� glutamyltransferázy a dipeptidázy. Cys LTs se zejména 

uplat�ují v alergickém zán�tu. Jejich zdrojem jsou žírné bu�ky a granulocyty. [1] 

                                                        
1  in vitro – lat. „ve skle“, tj. ve zkumavce, za um�lých laboratorních podmínek [5]. 
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Cysteinylované leukotrieny LTC4, LTD4 a LTE4 jsou nyní též považovány za složky 

pomalu reagujících látek anafylaxe2, které se uvol�ují ze senzitizovaných plic po imunitní 

reakci. Tyto látky ú�inkují ve velmi malých koncentracích (až 10-10 mol/l) a jsou nap�íklad 

10 000-krát ú�inn�jší než histamin. Cysteinylované leukotrieny stahují hladké dýchací 

svalstvo, zvyšují propustnost cév, zužují dýchací cesty a stimulují tvorbu hlenu [6] �ili 

zp�sobují p�íznaky, které jsou popisovány v patofyziologii pr�duškové obstrukce3. Na této 

skute�nosti je postaven ú�inek moderních lék� proti astmatu, které p�sobí jako vysoce 

selektivní antagonisté4 cysLT1 receptor�. Ur�itá koncentrace leukotrien� byla nam��ena i 

v KVV zdravých lidí a rostla p�ímo úm�rn� se stupn�m postižení bronchiálním astmatem 

[7]. Na rozdíl od koncentrace vydechovaného LTE4, koncentrace vydechovaného LTB4 má 

rostoucí tendenci u pacient� s COPD5 (99 pg/ml) [9] a u pacient� s bronchiektazií6 (80 

pg/ml) [10] ve srovnání se zdravými lidmi (38 pg/ml) [9]. Koncentrace LTB4 jsou rovn�ž 

zvýšené u fibrotik� (76 pg/ml) [10]. Tyto zvýšené hodnoty potvrzují roli leukotrien� 

v plicních zán�tlivých procesech. LTB4 lze tedy považovat za marker probíhajícího 

akutního zán�tu. 

 

3.2 8-isoprostan 

   

Další látkou, jejíž hladinu jsem se rozhodl sledovat je 8-isoprostan ze skupiny F2 

isoprostan�. Syntéza isoprostan� b�ží na rozdíl od leukotrien� dv�ma cestami: 

enzymatickou oxidací cyklooxigenázami a p�sobením volných kyslíkových radikál�. Ve  

v�tší mí�e vznikají isoprostany práv� druhou cestou, tedy p�sobením volných kyslíkových 

radikál� - neenzymatickou peroxidací membránových lipid�, obsahujících kyselinu 

arachidonovou. Z toho je jasné, že isoprostany by mohly posloužit jako velmi citlivý 

marker oxidativního stresu.7  

                                                        
2  anafylaxe – prudká alergická reakce na cizorodé bílkoviny, která m�že být i smrtelná [8]. 
3  obstrukce – p�ekážka, zamezení �i ztížení pr�chodnosti dutým orgánem. P�í�.: cizí t�leso, kámen, hlen, 
nádor aj. [5]. 
4  antagonisté – opa�n� p�sobící (nap�. lék nebo sval) [5]. 
5  COPD – chronická obstruk�ní plicní nemoc. Chronické onemocn�ní, vznikající nej�ast�ji jako následek 
chronické bronchitidy, která postupn� vedla k obstrukci „ucpávání“ pr�dušek (opakované zán�ty, 
nadm�rné množství hlenu“. Dochází k poškozování plic (kašel, dušnost….) a n�kdy též srdce [5]   
6  bronchiektazie – chorobné a trvalé rozší�ení pr�dušek. n�kdy je vrozené, �ast�ji vzniká jako následek 
n�kterých (zejména opakovaných) zán�t�. V rozší�ených pr�duškách probíhá tém�� stále zán�t s infekcí 
(kašel s hojným vykašláváním, teploty a celkové p�íznaky chronického zán�tu ). Podávají se antibiotika a 
n�kdy je nutné odstran�ní bronchiektazií opera�n� [5] 
7  oxidativní stres – stav a d�je vedoucí k vzniku velkého množství kyslíkových radikál�, které mohou 
zp�sobovat poškození bun�k a tkání. Oxidativní stres je považován za patogenetický mechanismus p�i 
mnohých chorobných stavech (zán�tech, ischémiích...) [5] 
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 8–isoprostan (obrázek 2) byl detekován v KVV zdravých lidí, a to nazna�uje, že 

existuje jistý fyziologický limit míry postižení oxidativním stresem [11]. Podle m��ení 

provád�ných užitím GC/MS bylo zjišt�no, že u zdravých lidí jsou hodnoty 11 pg/ml KVV 

u muž� a 7 pg/ml KVV u žen [11]. Bylo také zjišt�no, že pacienti s astmatem mají vyšší 

koncentrace 8–isoprostanu ve vydechovaném vzduchu a že hodnoty koncentrací korelují 

s rozsahem onemocn�ní [12]. Jak oráln�, tak i inhala�n� podávané kortikosteroidy (látky 

b�žn� užívané p�i lé�b� astmatu) nedokázaly snížit hodnoty koncentrací nam��ených u 

t�žkých astmatik� (až 50 pg/ml), to m�že signalizovat, že lé�ba kortikosteroidy nesnižuje 

oxidativní stres [12].  

  Zvýšené hodnoty 8-isoprostanu byly pozorovány též u ku�ák� a pacient� trpících 

COPD [11]. Podrobn�jšímu sledování hladiny 8-isoprostanu se v�noval ve své práci  [14] 

Chytil a zjistil souvislost hladiny 8-isoprostanu s postižením dalšími nemocemi na jejichž 

patogenezi se podílí oxidativní stres. Konkrétn� se jedná o azbestózu, silokózu a 

mezoteliom pleury (druh rakoviny plic).  

 

3.3 Stabilita leukotrien� 

 

Leukotrieny jsou látky zna�n� nestálé a snadno dochází k jejich degradaci. Je tedy nutné 

veškeré vzorky, ve kterých jsou obsažené, skladovat p�i nízké teplot�. Dle [1] bylo 

zjišt�no, že po dobu 2 m�síc� p�i skladování p�i –80°C nedocházelo k výrazné zm�n� 

v koncentraci sledovaných látek. Pr�b�h odbourávání za laboratorní teploty  byl odlišný u 

látek vyskytujících se v KVV a v mobilní fázi – závisí mimo jiné na p�ítomných 

enzymatických systémech – nicmén� rychlost degradace sledovaných biomarker� byla 

výrazná a polo�as se pohyboval v jednotkách hodin za laboratorní teploty. V matrici KVV 

byla vedle rozpadu jednotlivých látek (velmi dob�e patrného v mobilní fázi) sledována i 

jejich vzájemná p�em�na v �ad� LTC4 	 LTD4 	 LTE4, která je katalyzována v KVV 

p�ítomnými enzymovými systémy. Rovn�ž po�et cykl� rozmrazení-zamrazení má 

negativní vliv na množství cys-LTs detekovaných v KVV. Velmi nízká stabilita 

leukotrien� v KVV je jeden z nejpravd�podobn�jších d�vodu pro rozdílné hodnoty 

uvád�né v literatu�e. 

Obrázek 2: Struktura 8-isoprostanu 
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Výše uvedené vlastnosti týkající se stability za r�zných teplot  platí také pro 

isoprostany. 

 

4. Asthma Bronchiale 
 

Bronchiální astma se �adí mezi plicní onemocn�ní, p�i kterém dochází k intenzivnímu 

zúžení dýchacích cest v d�sledku kontrakcí hladkého svalstva, edému  mukózy8 a p�ítomností  

vazkého hlenu v lumenu9 bronch� a bronchiol.  Pr�chodnost dýchacích cest se v krátkých 

�asových intervalech spontánn� nebo v d�sledku lé�by m�ní v závislosti na p�sobení   

uvol�ovaných místních spazmogen� a vazoaktivních látek (histaminu, leukotrien� a 

prostaglandin�) v pr�b�hu alergického procesu. 

 Astma  se podle vzniku p�í�iny rozd�luje na asthma atopické a astma neatopické. U 

atopického astmatu jsou spoušt�cím mechanismem alergické reakce xenobiotika. Cizorodými 

látkami mohou být inhalované �ástice prach� a pyl�, páry, plyny nebo požité potraviny �i 

léky. Tento druh asthmatu zp�sobuje okamžitá hypersensitivita na daný alergen. To je 

doloženo i tím, že u více jak 75% astmatik� se projevuje pozitivní kožní odpov�� na jeden 

nebo n�kolik b�žných alergen� [13]. K astmatickému záchvatu pak dochází po inhalaci 

specifického alergenu. 

Naproti tomu u neatopického astmatu se nedají ur�it žádné vn�jší alergeny, proto  se 

tento proces považuje za endogenní, a astmatický záchvat  m�že být vyvolán chladem, 

infekcemi, stresem nebo t�lesnou námahou. 

[14] K vyslovení správné diagnózy bronchiálního astmatu je pot�eba  provést celou �adu 

vyšet�ení. V�tšina dnes b�žn� používaných diagnostických metod jsou kombinací semi-

invazivních a invazivních metod. P�i stanovení diagnostiky asthma bronchiale se nejprve 

pacientovi provádí spirometrické10 m��ení ventila�ní funkce plic. Pokud spirometrické 

vyšet�ení p�ináší normální výsledky, následuje bronchoprovoka�ní test nespecifickým 

podn�tem - podáním látek histaminu, nebo acetylcholinu. Bronchoprovoka�ní test velmi �asto 

zat�žuje pacienta a m�že vést až k astmatickému záchvatu. Z tohoto d�vodu jsou proti 

invazivním vyšet�ení �asto vznášeny etické námitky s tím,  že léka� by m�l �lov�ku obtíže 

lé�it a ne je vyvolávat a to ani v zájmu stanovení diagnózy. Bronchoprovoka�ní test se 

specifickým podn�tem našel místo v pracovním léka�ství, kdy je zapot�ebí prokázat 

profesionální p�vod nemoci. Toto vyšet�ení se provádí jen na specializovaných pracovištích a 

                                                        
8 mukóza – sliznice [5]. 
9 lumen – vnit�ek trubicovitého orgánu, zejména cévy, pr�dušky aj. [5]. 
10 spirometrie – metoda ur�ená k vyšet�ení dechových funkcí plic [5]. 
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vyžaduje zvláštní opatrnost, protože ú�inek profesionálních dráždivých látek není 

p�edvídatelný a m�že vyvolat i t�žkou klinickou reakci. 

Analýza dechového kondenzátu je pom�rn� novou metodou, která p�edstavuje 

alternativní  cestu, kterou je možné charakterizovat jako zcela neinvazivní a i pro d�tského 

pacienta nezat�žující diagnostickou metodu. Princip metody spo�ívá v kvantifikaci 

specifických látek - „biomarker�“ pro uvedené onemocn�ní, které se vyskytují v uvedené t�lní 

tekutin� a jejichž koncentra�ní hladina je v d�sledku probíhající zán�tlivé reakce v dýchacích 

cestách a plicích významn� zvýšena. K analýze dechového kondenzátu se používají 

biochemické metody, nebo metody využívající vysoce citlivé a specifické techniky na bázi 

hmotnostní spektrometrie. 

Biomarkery asthma bronchiale jsou cysteinylované leukotrieny tj. LTC4, LTD4 a LTE4. 

Vzhledem k jejich probíhající vzájemné p�em�n� pozorované i ve vzorku KVV (viz. kapitola 

3.1) se jeví  nejspolehliv�jším stanovení jejich sou�tu tj.  koncentrace t�chto látek jako celku a 

nikoliv koncentrace jednotlivých leukotrien�. 
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5. Oxidativní stres 

 

Oxidativní stres je proces vedoucí ke vzniku velkého množství volných kyslíkových 

radikál�.  

Mezi choroby, na jejichž patogenezi se významn� oxidativní stres podílí, pat�í mimo 

jiné azbestóza a silikóza �asto ústící v rakovinu plic. Oxidativnímu stresu jsou také oproti 

neku�ák�m podstatn� výrazn�ji vystaveni ku�áci.   

Volné radikály jsou všeobecn� velmi reaktivní molekuly mající nepárové elektrony. 

Jsou produkovány kontinuáln� v bu�kách jako produkt jejich metabolismu nebo únikem 

z mitochondriálního dýchacího cyklu. V mnoha reakcích vznikají ty nejreaktivn�jší 

kyslíkové radikály nap�.: superoxidový anion, peroxidový anion nebo hydroxylový radikál. 

Bu�ky samy mají obsáhlou sadu antioxida�ních mechanism�, které zabra�ují  tvorb� 

t�chto radikál� a eliminují jejich ni�ivý efekt. Reaktivní volné radikály, které vznikají 

uvnit� bu�ky, mohou oxidovat biomolekuly, �ímž mohou bu�ku poškodit nebo dokonce 

zni�it. V patogenezi �ady nemocí je p�sobení volných radikál� zahrnuto, jenže chybí 

dostate�n� citlivá metoda pro detekci t�chto velmi krátce žijících molekul p�ímo v živém 

systému. Díky tomuto analytickému problému je �ada p�edstav o p�sobení volných 

radikál� nedokonalá �i nevyjasn�ná. Proto u mnohých onemocn�ních není stále jasno, zda-

li jsou volné radikály p�í�inou onemocn�ní nebo zda-li jsou formovány jako d�sledek 

onemocn�ní. Z tohoto d�vodu je dnes nutné nacházet biomarkery pro oxidativní stres, 

které mohou být využity v objasn�ní patogeneze chorob nebo mohou pomoci p�i hledání 

mechanism� p�sobení r�zných xenobiotik [15]. 

8-isoprostan se jeví jako jeden z t�chto vhodných marker� a vzhledem k tomu, že je, za 

pomoci naší metody, možné snadno stanovit jeho hladinu vedle leukotrien�, byl p�ibrán 

jako další analyzovaná látka. 
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6.1 HPLC/MS 

 

Tato podivná zkratka v sob� skrývá tandem dvojice velmi p�esných instrumentálních 

analytických metod. HPLC – High Performance Liquid Chromatography, �esky 

vysokoú�inná kapalinová chromatografie je jednou z velmi p�esných a citlivých moderních 

metod separace látek. Umož�uje d�lení v�tšiny organických i anorganických látek a užívá 

se hlavn� pro separaci tepeln� nestálých a málo t�kavých látek. Na rozdíl od plynové 

chromatografie (GC - Gas Chromatography) zde hraje, krom� typu a složení kolony, 

velkou roli také složení mobilní fáze.  

MS – Mass Spectrometry, �esky hmotnostní spektrometrie je fyzikáln�-chemická 

metoda umož�ující ur�ení hmotností atom� a molekul dopadajících ve form� iont� na 

detektor. Ve spojení s HPLC nebo jiným druhem chromatografie je tato metoda vhodná 

pro stanovení stopových látek.   

Aby bylo možné látky analyzovat pomocí hmotnostní spektrometrie, je t�eba je nejprve 

p�evést do plynné fáze a ionizovat je. Vzhledem k tomu, že na chromatografické kolon� se 

látky nacházejí v kapalné fázi je toto spojení náro�né, protože u starších typ� ionizace 

(electron impact - ionizace nárazem elektronu nebo chemická ionizace) bylo nutné látky 

p�ed vlastní ionizací odpa�it, což mohl být s ohledem na jejich termickou stabilitu problém. 

Proto jsou nyní využívány nov�jší metody, které nevyžadují odpa�ení p�ed vlastní ionizací: 

 

ESI – ionizace elektrosprejem [14] 

ESI umož�uje sou�asn� odpa�it rozpoušt�dlo a ionizovat látku, proto se velmi dob�e 

hodí práv� pro spojení  HPLC s MS. Kapi�ky roztoku jsou vyst�ikovány p�i atmosférickém 

tlaku proti proudu oh�átého dusíku, který pomáhá odpa�ování rozpoušt�dla, p�i�emž je 

vloženo nap�tí 3-5 kV mezi výstupní kapiláru (tzv. jehlu) chromatografu a vn�jší pláš
 

elektrospreje. Díky povrchovému nap�tí, tlaku a vysokému elektrickému poli vytvo�eného 

na povrchu roztoku vznikají malé nabité kapi�ky. Z t�chto kapi�ek se krom� rozpoušt�dla 

odpa�ují plynné ionty studované látky11. Ty jsou 

dále vtahovány nabitou kapilárou a postupují do 

analyzátoru. 

 

 

                                                        
11  Jedná se o jev vypa�ování iont� - Ion Evaporation –IE [16] 

Obrázek 3: Funkce ESI.
Jet – proud analytu s rozpoušt�dlem 
Needle tip – hrot jehly 

p�evzato



 18

APCI – chemická ionizace za atmosférického tlaku 

Chemická ionizace za atmosférického tlaku má obdobnou instrumentaci jako 

elektrosprej s tím rozdílem, že dochází k reakci mezi ioniza�ním plynem a sledovanou 

látkou – nejde tedy o p�ímou ionizaci - a stejn� jako ESI se nej�ast�ji používá p�i spojení 

s kapalinovou chromatografií.  

 

Zejména díky t�mto ioniza�ním technikám bylo umožn�no analyzovat látky vyšších 

molekulových hmotností, jejichž analýza byla p�ed tím dost obtížná nebo dokonce 

nemožná. Hmotnostní spektrometrie tak opouští �ist� chemické obory a bývá stále �ast�ji 

využívána všude tam, kde je nutné analyzovat r�zné biologické materiály, ve kterých se 

studované látky vyskytují v koncentracích �ádov� pg/ml. Již dnes je tato technika 

využívána nap�íklad v toxikologii, p�i analýze metabolit� drog v t�lních tekutinách nebo 

p�i analýze protein�. 

 

6.2 Hmotnostní spektrometr 

Nyní bych se rád v�noval podrobn�jšímu popisu instrumentace HPLC/MS. Budu 

vycházet z mnou používaného p�ístroje Varian 1200L. Základními jednotkami jsou pumpy 

mobilní fáze, vlastní HPLC kolona, �asto se za�azenými p�edkolonami a postkolonami, a 

vlastní hmotnostní spektrometr. Velmi užite�ným pomocníkem je také autosampler a celé 

m��ení samoz�ejm� �ídí po�íta�. Mobilní fáze je ze zásobních lahví �erpána pumpami p�es 

Obrázek 4: 
Hmotnostní 
spektrometr 
Varian 1200 L 
používaný pro 
analýzy 
s p�ipojeným 
ioniza�ním 
modulem pro 
APCI (p�i 
analýzách 
však byl 
užíván ESI) 
foto: autor 
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degasser (odply�ova�) a v šestihlavém ventilu je k ní napichován vzorek. Následn� 

mobilní fáze se vzorkem pokra�uje na p�edkolonu a  kolonu. Za kolonou je za�azena ješt� 

hlava pro p�ímé napíchnutí vzorku (direct inject), kterou je možné ovládat ru�n� a je tedy 

možné napíchnout vzorek i bez pr�chodu kolonou p�ímo do hmotnostního spektrometru. 

Tato hlava ústí do iontového zdroje (ESI nebo APCI) a do hmotnostního spektrometru 

(obrázek 4). 

Hmotnostní spektrometr se skládá z nasávací kapiláry (capillary), trojitého kvadrupólu 

(Q1, Q2, Q3), jehož funkce závisí na zvoleném modu, a citlivého detektoru (zlatá 

krabi�ka). Uvnit� spektrometru je neustále udržováno vakuum pomocí turbomolekulární 

pumpy (kruh uprost�ed). Na obrázku 5 m�žete vid�t schéma získané z ovládacího 

softwaru. 

  

 Obrázek 5: Schéma hmotnostního spektrometru. P�evzato z ovládacího softwaru Varian. 
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6.3 Použité p�ístroje vybavení a chemikálie 

P�ístroje 

Odb�r KVV: Kondenzátor vydechovaného vzduchu (EcoScreen, Jaeger, Germany) 

HPLC/MS: Systém vysoce ú�inné kapalinové chromatografie s tandemovým 

hmotnostním spektrometrem sestávající z: 

�� dusíkový generátor (M 365, Peak Scientific, UK) 

�� autosampler (automatický dávkova�) (Auto Sampler 410, Varian, USA) 

�� vysokotlaké pumpy pro HPLC (Pro Star 210, Varian, USA) 

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

�� hmotnostní spektrometr (1200 L, Varian, USA) 

�� dávkova� pro direct inject (Pump 11, Harvard Apparatus, USA) 

 

Rozpoušt�dla 

Metanol LC/MS grade (Riedel de Haën, N�mecko)  

Voda LC/MS grade (Riedel de Haën, N�mecko) 

Acetonitril LC/MS grade (Riedel de Haën, N�mecko) 

Roztok NH3 ve vod� 28 % (Aldrich, USA) 

 
Plyny 
Vzduch technický (SIAD, �R) 

Argon technický (SIAD, �R) 

Dusík technický (SIAD, �R) 

 

Standardy 

Leukotrien B4 (Cayman Chemical, USA) 

[6, 7, 14, 15 2H] Leukotrien B4 (Cayman Chemical, USA) 

 [20,20,20 2H] Leukotrien E4 (Biomol, USA) 

8-isoprostan (Cayman Chemical, USA) 

[3,3,4,4 2H] 8-isoprostan (Cayman Chemical, USA) 

Cysteinyl leukotriens (Biomol, USA) 

 

Sorbenty 

Imunoafinitní sorbent pro cysteinylované leukotrieny (Cayman Chemical, USA) 

Imunoafinitní sorbent pro 8-isoprostan (Cayman Chemicals, USA) 
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7.1 Odb�r a zpracování vzork� 
 

Pro analýzu byly získány 3 úplné sady vzork� a jedna neúplná (chybí ve�erní a p�lno�ní 

vzorek), odebrané v pr�b�hu jednoho dne. Vzorky byly odebrány za pomoci p�ístroje 

EcoScreen (Jaeger, N�mecko) na Ústavu pracovního léka�ství 1.LF UK v Praze. První 

odb�r byl proveden v 7 hodin ráno, druhý v p�l jedné odpoledne, t�etí v šest hodin ve�er a 

�tvrtý o p�lnoci. Zmín�né �asy nejsou s ohledem na dobu pot�ebnou k odebrání KVV 

p�esné.  

Na obrázku 6 m�žete vid�t schéma kondenzátoru vydechovaného vzduchu. 

Kondenzátor se skládá z náustku, jednocestného ventilu pro separaci vdechovaného a 

vydechovaného vzduchu (kondenzátorem prochází pouze vydechovaný vzduch), chladi�e, 

který užívá protiproudý chladící okruh, který umož�uje provád�t odb�r p�i -20°C, a 

pneumotachografu – p�ístroje, který zaznamenává celkový objem vydechnutého vzduchu, 

pr�m�rný objem jednoho výdechu a také stopuje �as.  

 

 

Pro odb�r byla zvolena doba 15 minut. Za tuto dobu byly získány 2 – 3 ml KVV. Na 

obrázku 7 m�žete vid�t kondenzátor vyjmutý z chladícího za�ízení a na obrázku 8 vlastní 

pr�b�h odb�ru. Nároky na pacienta p�i odb�ru jsou minimální. Pacient pouze klidn� dýchá, 

p�i�emž je vylou�eno dýchání nosem a nesmí dojít ke kontaminaci slinami. Bezprost�edn� 

po odb�ru byla ješt� zm��ena spirometrie.  

 

Vzorek byl ihned po odebrání zmražen na -80°C.  Skladování za takto nízkých teplot je 

klí�ová pro uchování sledovaných marker�, protože v matrici KVV m�že probíhat jednak 

Obrázek 6: Schéma kondenzátoru vydechovaného vzduchu. P�evzato z [1] 
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degradace molekul v d�sledku vysoké (laboratorní) teploty, ale také jejich další p�em�ny 

díky p�ítomným enzymatickým systém�m. 

 

 

 

7.2 P�íprava vzork� pro HPLC/MS analýzu 

Zamražené vzorky byly v termosce p�evezeny z 1.LF UK na VŠCHT, kde byla zahájena 

jejich p�íprava pro analýzu. Vzhledem k velmi nízké koncentraci leukotrien� v KVV (1 – 

200pg/ml) bylo nutné látky p�ed vlastní analýzou separovat a zakoncentrovat.  

Ve stadiu p�ípravy je nyní separace pomocí tzv. imunomagnetické separace. Jde o 

metodu, kdy v prvním kroku je p�ipravena magnetická �ástice (kulovitá mikro�ástice 

Fe2O3, pokrytá inertním polymerem na bázi polyurethanu) Dynabead 280 M (DYNAL, 

Norsko) aktivovaná tosylovými reaktivními skupinami, jejímž prost�ednictvím je k 

povrchu navázána monoklonální protilátka (anti-cys-leukotrien). Tyto �ástice jsou 

následn� p�idány ke KVV a tém�� okamžit� probíhá reakce mezi leukotrieny a jejich 

antigeny. 

Pro zpracování byla ovšem zvolena starší osv�d�ená metoda separace pomocí 

imunoafinitního sorbentu [1]. Základem této metody je vznik komplexu antigen-protilátka. 

Základní charakteristikou reakce mezi antigenem a protilátkou je její vysoká specifi�nost. 

Tedy pokud je k dispozici specifická protilátka – monoklonální protilátka, m�že být p�i 

použití vhodné laboratorní techniky provedena extrakce sledovaného antigenu 

z biologického vzorku kvantitativn� a tém�� exklusivn� (minimální podíl nespecifických 

reakcí). 

Obrázek 7 (vlevo): Kondenzátor se sb�rnou nádobkou vyjmutý z chladící kom�rky 
Obrázek 8 (vpravo): Pr�b�h odb�ru KVV.                                              2x foto: autor 
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Vývoj dále popsané metody analýzy vzork� byl p�edm�tem d�ív�jší práce Kamily 

Syslové [1] a Lukáše Chytila  [14] na ÚOT VŠCHT. 

P�i zpracování vzork� jsem použil následující postup: Ihned po rozmrznutí bylo k 1 ml 

vzorku p�idáno 250 pg deuterovaných vnit�ních standard� 8-isoprostanu-d4, LTB4-d4 a 

LTE4-d3 (Biomol, USA). Deuterované látky mají stejné chemické a fyzikální vlastnosti, ale 

liší se pouze molekulovou hmotností, �ehož  se s výhodou využívá p�i  hmotnostn�-

spektrometrických analýzách. Díky p�idání tohoto známého množství zna�ené látky 

m�žeme na konci p�i analýze vyhodnotit ztráty zp�sobené pobytem vzork� p�i laboratorní 

teplot� b�hem extrakce a sou�asn� vylou�íme náhodnou chybu. 

Následn� bylo k 1 ml vzorku s vnit�ními standardy p�idáno 50�l suspenze cysteinyl 

leukotriens affinity sorbents a 50�l suspenze 8-isoprostane affinity sorbents (Cayman 

Chemicals, USA). Vzorky byly 60 minut prot�epávány na laboratorní t�epa�ce a následn� 

10 minut odst�e�ovány. KVV nad sorbentem byl opatrn� odsát a znehodnocen. Následn� 

byl sorbent promyt 1ml destilované vody, 5 minut t�epán a op�t 10 odst�e�ován. Promytí 

bylo ješt� jednou zopakováno. Po odsátí vody po druhém promytí bylo p�idáno 0,5ml 

ledového metanolu pro uvoln�ní komplex� a op�t byl vzorek 5 minut prot�epáván a 10 

minut odst�e�ován. Methanol nad sorbentem byl p�enesen do �isté polypropylenové 

zkumavky a p�idání metanolu bylo ješt� jednou zopakováno. Zbylý sorbent byl 

znehodnocen. Metanolové extrakty byly spojeny a metanol byl odpa�en jemným proudem 

dusíku. 

Zbytek po odpa�ení metanolu byl zmražen (-80°C) do doby, než bylo p�ikro�eno 

k HPLC/MS analýze.  

 

Obrázek 9: Schéma immunoafinitní extrakce použité pro zpracování vzork�. 
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7.3 Optimalizace podmínek analýzy 

Pro analýzu byl použit hmotnostní spektrometr 1200 L s trojitým kvadrupólem 

vyrobený firmou Varian (USA). Chromatografické d�lení bylo uskute�n�no za použití 

kolony Hypercarb Thermo (100 x 2,1 mm x 5 µm) s mobilní fází acetonitril:voda:amoniak 

= 70 : 30 : pH=11 p�i isokratickém uspo�ádání a pr�toku 200 �l/min. Byla použita 

elektrosprejová ionizace (ESI) v negativním modu a velmi citlivý a selektivní tzv. MRM 

(Multiple Reaction Monitoring) mod. Jeho principem je izolace specifického analytu 

(m��ené látky) na prvním kvadrupólu, jeho podrobení srážkov�-indukované disociaci 

(CID) na druhém kvadrupólu a detekci charakteristického fragmentu na t�etím kvadrupólu.  

Vzhledem k tomu, že použitý hmotnostní spektrometr nedávno p�ed mými m��eními 

nahradil starší stroj (kv�li technickým problém�m)  tém�� shodné konstrukce – bylo nutné 

provést znovu optimalizaci staré metody. Tato optimalizace byla provedena pomocí 

komer�n� dostupných standardních vzork� leukotrien� a 8-isoprostanu bez použití 

chromatografické kolony. Podmínky na hmotnostním spektrometru byly optimalizovány 

z hlediska dosažení maximální citlivosti stanovení na následující hodnoty: nap�tí na 

kapilá�e -70 V, tlak kolizního plynu (argon) využívaného pro srážkov�-indukovanou 

disociaci (CID) 0.2 Pa. Kolizní energie a specifické fragmenty jakožto výsledky série 

optimaliza�ních experiment� jsou uvedeny v tabulce 1 pro každý jednotlivý analyt. 

 

Tabulka 1 Relativní hmotnosti specifických fragment� a kolizní energie pro 
jednotlivé biomarkery 
 

Analyt    CID    Kolizní energie (eV) 

 
LTB4    335,1 	 279,4    19 

 
LTB4-d4   339,1 	 198,1    19 

 
LTC4    624,3 	 271,3    22 

 
LTD4    495,2 	 265,1    19 

 
LTE4    438,2 	 333,0    19 

 
LTE4-d3   441,2 	 336,5    19 
 

8-isoprostan                           353,1 	 184,0                                                28 
 
8-isoprostan-d4                      357,1 	 197,6                                                28   
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  Další parametry p�ístroje byly p�evzaty z p�vodní metody: nap�tí na jehle ESI: -4500 

V, teplota sušícího plynu (dusík) 300°C. Napichované množství vzorku bylo 20�l. 

 

7.4 HPLC/MS analýza 

 

P�ed vlastní analýzou byly zamražené vzorky rozpušt�ny v 50�l mobilní fáze a následn� 

bylo p�ikro�eno k vlastní analýze. Byla provedena kalibrace se standardními hodnotami 

koncentrací leukotrien�: 2,5 pg/20�l, 5 pg/20�l, 10 pg/20�l, 25 pg/20�l, 50 pg/20�l, 75 

pg/20�l, 100 pg/20�l a 200 pg/20�l a s jednotnou koncentrací deuterovaných standard� 

leukotrien� (100 pg/20�l). Následn� byly nam��eny vzorky a op�t byla provedena 

kalibrace. Výsledkem byly chromatogramy se známými plochami pík� pro jednotlivé 

analyty a jejich deuterované prot�jšky.  

Na základ� pom�r� (K/S) integrovaných ploch pík� (použit software Varian WS 

Workstation) oby�ejných (ozna�eny K) a deuterovaných leukotrien� (ozna�eny S) resp. 8-

isoprostanu  a známých koncentrací napichovaných roztok� byly vytvo�eny kalibra�ní 

p�ímky (obrázek G10). Následn� byly z  rovnic t�chto p�ímek vypo�teny hodnoty 

koncentrací v KVV sledovaných osob.  

Kalibra�ní závislosti

c(LTC4) = 143,47x + 1,8845
R 2  = 0,9843

c(LTD4) = 105,84x + 3,6588
R 2  = 0,9914

c(LTB4) = 91,368x + 5,2465
R 2  = 0,9903

c(LTE4) = 89,075x + 3,9757
R 2  = 0,9913

c(8-iso) = 81,591x + 1,6021
R 2  = 0,9942
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 Obrázek G10: Kalibra�ní p�ímky pro jednotlivé leukotrieny a 8-isoprostan 

x=K/S 
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8. Výsledky a diskuse 

 

Získané výsledky shrnuje  tabulka 3. Jednotlivým osobám, které se podrobily výzkumu, 

byla pro usnadn�ní práce p�i�azena �ísla 01 – 04. Podobn� odb�ry jsou zna�eny podle 

po�adí �ísly 1 – 4. V tabulce 2 jsou bližší údaje o zkoumaných osobách, které mohou být 

užite�né pro interpretaci výsledk�. Vzorky KVV byly odebrány v b�žný pracovní den.   

 

Tabulka 2: Zkoumané osoby 

Osoba pohlaví, v�k Podrobnosti 

01 žena, 19 náb�h na astma, sport: karate, neku�ák 

02 žena, 19 zdravá, doma se kou�í – vystavení oxidativnímu stresu  

03 žena, 19 zdravá, sport: lehká atletika, neku�ák 

04 muž, 18 lé�ený pylový alergik, sport: aerobik, neku�ák  

 

Tabulka 3: Nam��ené koncentrace biomarker� v 1ml KVV 

 LTB4  (pg/ml) 
8-isoprostan 
(pg/ml) LTC4 (pg/ml) LTD4 (pg/ml) LTE4 (pg/ml) 

cysLTs 
(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 všech osob p�ibližn� stejné a na nízké hodnot�, což zna�í, že 

žádná ze zkoumaných osob netrpí akutním zán�tem. Podobn� je tomu i u cysteinylovaných 

leukotrien�. Pouze u osoby 01 jsou mírn� zvýšené, což koresponduje s jejím náb�hem na 

asthma, nem�lo by se však jednat o nic vážného, což odpovídá realit�. Pro srovnání, 

koncentrace sumy cysLTs osoby 01 se pohybuje kolem 130 pg/ml, zatímco u osob více 

postižených asthmatem se pohybuje kolem 160 pg/ml a u zdravých osob se pohybuje 

kolem 90 pg/ml [1]. Hodnoty 8-isoprostanu jsou mírn� zvýšené u osoby 02, což odpovídá 
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její zvýšené expozici cigaretovému kou�i jakožto prokázanému p�vodci oxidativního 

stresu. Op�t uvádím pro srovnání, že pr�m�rná koncentrace zdravých osob je 40 pg/ml, u 

osoby 02 je tato koncentrace v pr�m�ru 60 pg/ml a u osob postižených silikózou se 

pohybuje v pr�m�ru kolem 120 pg/ml,  jsou ale zaznamenávány i hodnoty blížící se 160 

pg/ml [14].   

Pon�kud lépe budou výsledky vid�t v grafickém znázorn�ní na obrázcích  G11 – G13.   

V grafech jsou na vodorovné ose vynesena pouze �ísla odb�r�. Intervaly mezi odb�ry 

byly stejné. �asy odb�r� byly: 1. 7:00, 2. 12:30, 3. 18:00, 4. 23:30.  
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Obrázek G11: Vývoj hladiny LTB4 

Rozdíl koncentrací LTB4 mezi ránem a ve�erem �iní v pr�m�ru 11 pg/ml, což je 

vzhledem k jeho nízké koncentraci nár�st o 46%.  
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Obrázek  G12: Vývoj hladiny cysLTs  

Díl�í hodnoty jednotlivých cysLTs mohou být mírn� zavád�jící vzhledem k b�žící 

p�em�n� LTC4 	 LTD4 	 LTE4 , komentuji proto sou�et koncentrací cysLTs, který je p�i 

stanovení diagnózy sm�rodatný. Tento sou�et vzrostl u zdravých osob pr�m�rn� o 30 

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

8-isoprostan
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Obrázek  G13: Vývoj hladiny 8-isoprostanu 

Koncentrace 8-isoprostanu m�la na rozdíl od leukotrien� u zdravých osob i u osoby 02 

shodný procentuální nár�st a to 35%. Zna�n� se však liší absolutní �ísla: nár�st o 10 pg/ml 

u zdravých osob a o 18 pg/ml u osoby 02. 
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Jak m�žete vid�t na grafech, hladiny marker� b�hem dne mírn� rostou. To je 

pravd�podobn� projevem aktivity organismu a též vn�jších vliv�, kterým je organismus 

v b�žném pražském pracovním dni vystaven. Pon�kud p�ekvapivé je, že maximum 

koncentrace marker� nastává až v pozdních ve�erních hodinách a nikoliv b�hem 

odpoledne, nebo nave�er, jak jsem o�ekával. Toto zna�í, že hladina marker� ost�e klesá ve 

spánku, kdy �lov�k dýchá klidn�, t�lo je v útlumu a regeneruje.  
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9. Záv�r: 

 

Cílem p�edkládané práce bylo objasnit vývoj koncentrací leukotrien� a 8-isoprostanu 

v KVV jakožto marker� asthma bronchiale resp. postižení oxidativním stresem v pr�b�hu 

dne. Pro extrakci z KVV a stanovení koncentrací sledovaných marker� byla použita 

metoda immunoafinitní separace v kombinaci s HPLC/MS analýzou. Zjišt�né výsledky 

ukazují, že koncentrace marker� rostou od rána do pozdního ve�era o 10 – 20 pg/ml, což 

�iní 25 - 40% ranních hodnot. Vývoj koncentrace lze popsat lineární závislostí. V pr�b�hu 

spánku potom dochází k propadu koncentrace na p�vodní hodnotu. Poklesy koncentrací 

spojené se spánkem mohou být p�edm�tem dalšího výzkumu.   

Výše zmín�ný rozdíl mezi ranním a ve�erním odb�rem dob�e koresponduje i se starším 

mén� podrobným screeningem provedeným v po�áte�ní fázi vývoje diagnostiky.  

Vývoj diagnostiky bude dále sm��ovat k vytvo�ení modelového biochipu na bázi 

immunomagnetické separace sledovaných marker� a odstartování v�tší klinické studie, 

která by potvrdila možnost zavedení této metody do praxe. 
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