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Anotace

Analyza kondenzatu vydechovaného vzduch (KVV) spociva v kvantifikaci pfitomnych specifickych
latek, tzv. ,biomarker(”, jejichZ koncentraéni hladina je v disledku probihajicich patologickych déju
v dychacich cestach a plicich vyznamné zvysena (oproti fyziologickému stavu), coZ je signdlem pro
zahajeni terapie.

Pfedkladana prace se zabyva vyvojem multimarkerového screeningu KVV pro identifikaci a
kvantifikaci fady vyznamnych biomarkerd oxidativniho stresu - 8-isoprostan  prostaglandin E,,
prostaglandin D,, malondialdehyd a 4 - hydroxynonenal.

Principem vyvinutych metod je kombinace vhodné separacni techniky — imunoextrakce a
extrakce na pevné fazi (SPE) s vysoce selektivni a citlivou detekéni metodou hmotnostni
spektrometrii. Vyvinuté metody pro stanoveni jednotlivych markerl v KVV lze charakterizovat
vysokou presnosti a spravnosti nizkou chybou stanoveni a nizkymi limity detekce a kvantifikace.

Nedilnou soucasti prace byla i klinickd studie (realizovana ve spolupraci s 1. LF UK), ktera ovérila
vhodnost metody pro diferencialni neinvazivni diagnostiku oxidativniho stresu.
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1 Seznam zkratek
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8-isoprostan, 8-iso prostaglandin Fy,

atmospheric pressure ionization (ionizace za atmosferického tlaku)
absorbance pfi vinové délce A

tloustka vrstvy (cm)

latkové koncentrace (mol I7).

Collision Induced Dissociation (kolizné indukovana disociace)
enzym cyklooxygendza

electrospray ionizacion (elektrosprejova ionizace)

plynovd chromatografie spojena s hmotnostnim spektrometrem
4-hydroxynonenal

vysokoucinna kapalinova chromatografie spojena s hmotnostnim
spektrometrem

vysokoucinna kapalinova chromatografie s UV detekci
kondenzat vydechovaného vzduchu

limit detekce

limit kvantifikace

malondialdehyd

methylmalondialdehyd

Multiple Reaction Monitoring

Prostaglandin

Prostaglandin E,

Prostaglandin D,

relative error (relativni chyba)

relative standard deviation (relativni smérodatna odchylka)
reactive oxygen species (reaktivni kyslikové ¢astice)

Solid Phase Extraction (extrakce na pevné fazi)
1,1,3,3-tetramethoxypropan

thromboxan A,

vSeobecna fakultni nemocnice

molarni absorpéni koeficient (I mol™ cm™)

skutecné pridané mnozstvi

pramér stanovené koncentrace




2 Uvod

Sledovani specifickych molekul produkovanych organismem pfi patologickych procesech je
v dnesni dobé soucdasti moderni lékarské diagnostiky. Bézné se setkadvame s analyzou latek v krevni
plazmé a modi. Vysledky ziskané analyzou téchto télnich tekutin jsou odrazem proces( odehravajicich
se v ramci celého organismu a k lokalizaci patologického procesu se vyuZivaji jen v omezené mire,
pfipadné pouze jako doplnék dalSich diagnostickych metod. K vySetfeni nemoci plic a dychacich cest
(napf. diagnostika bronchidlniho astmatu, asbestozy, silikdzy ad.) se v bézné praxi pouZiva celd rada
diagnostickych metod, které jsou v naprosté vétSiné metodami invazivnimi (bronchidlni biopsie,
bronchoalveolarni lavaz), pripadné semi-invazivhimi (metoda indukovaného sputa), ty jsou pro
pacienta zatéZujici, u déti a seniord mohou byt dokonce az stresovou zaleZitosti. V¢asna diagnostika
plicnich onemocnéni ovsem hraje duleZitou roli z hlediska zahajeni G¢inné terapie a minimalizace
poskozeni organismu pacienta.

Analyza kondenzatu vydechovaného vzduchu je pomérné novou metodou, jez predstavuje
alternativni cestu, kterou lze charakterizovat jako zcela neinvazivni a pro pacienta nezatézujici.
SloZzeni kondenzatu vydechovaného vzduchu koresponduje s déji odehravajicimi se bezprostfedné
v plicich a dychacich cestach, odkud se do néj dostdva cela fada specifickych latek.

Princip analyzy kondenzatu vydechovaného vzduchu spociva v kvantifikaci specifickych latek
pro uvedend onemocnéni — tzv.,biomarker(“, které se vyskytuji v uvedené téini tekutiné a jejichz
koncentracni hladina je v disledku probihajiciho patologického procesu v dychacich cestach a plicich
vyznamné zvysena. K analyze dechového kondenzatu se pouZivaji biochemické metody, nebo metody
vyuzivajici vysoce citlivé a specifické techniky na bazi hmotnostni spektrometrie. V soucasné dobé se
problematika wvyuZiti kondenzatu vydechovaného vzduchu jako zdroje biomarker(i plicnich
onemocnéni nachazi ve stavu, kdy byla popsana celd fada metodik stanoveni biomarker(, ovsem
vysledky uvedenych studii vykazuji znacny rozptyl, dany opomenutim dulezZitych specifickych faktord,
které je nutné respektovat pfi zpracovani a nasledné analyze této télni tekutiny.

Predkladana prace si kladla za cil postihnout a kvantifikovat parametry, které mohou byt
zdrojem v literatufe uvadénych rozporuplnych wvysledk, a vypracovat protokol zpracovani
dechového kondenzatu a stanoveni specifickych biomarker( oxidativniho stresu (8-isoprostan ,
malondialdehyd, 4-hydroxynonenal, prostaglandin D, a prostaglandin E,) metodou hmotnostni
spektrometrie. Vysledkem experimentalni ¢innosti v této oblasti je vypracovani metody kombinujici
extrakci biomarker(i s dostate¢né citlivou a selektivni detekéni metodou — hmotnostné-
spektrometrickou analyzou, kterd umoznuje kvantifikaci téchto specifickych latek.




3 Teoreticka cast

3.1 Kondenzat vydechovaného vzduchu (KVV)

3.1.1 Slozeni KvV

Kazdy ¢lovék béhem dne vydechne 15-25 m® vzduchu. Latky obsaZené ve vydechovaném
vzduchu se nachazeji ve dvou fazich — v plynné a v kapalné (ve formé aerosol() [1]. V plynné fazi jsou
vedle dusiku, kysliku, oxidu uhli¢itého, oxidu uhelnatého a oxidu dusnatého pritomny latky
s dostateCnou tenzi par pfi télesné teploté a atmosférickém tlaku - voda, peroxid vodiku, uhlovodiky
a fada dalSich organickych latek. V plynné frakci se nachazi i ve vodé nerozpustné biomolekuly, které
na epitelu plic a dychacich cest spolu s vodou vytvareji binarni systém. Tenze par biomolekul a vody
se vtomto pripadé scitaji, a tim se odpafi i latky, které jsou za normalnich podminek malo tékavé.
Prikladem latek obohacujici KVV touto cestou jsou leukotrieny a prostanoidy. Molekuly malo
tékavych latek rozpustnych ve vodé (vazoaktivni peptidy, enzymy, DNA, proteiny a soli) se do KVV
dostavaji jako aerosolové Castice, které jsou strhavany z povrchu sliznice turbulentnim proudénim
vzduchu v bronsich a bronchiolech (obrdzek 1).

Zkondenzovanim tohoto vzduchu se ziska kapalnd matrice oznacovana jako kondenzat
vydechovaného vzduchu (KVV), kterd odrazi slozeni bronchoalveolarni extraceludrni plicni tekutiny,
jez koresponduje s déji odehrdvajicimi se bezprostredné v plicich a dychacich cestach [2].

KVV obsahuje celou fadu z medicinského hlediska zajimavych latek - eikosanoidy
(metabolity kyseliny arachidonové), peptidy, enzymy, DNA ad., kterych bylo k dneSnimu dni
identifikovano vice nez 200 [3].
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vZduchu L
“-_ Agrosolove

; & Fastice
: . i

B . "+ Odpafovani

Povrch dychacich cest

Obrazek 1: Schéma obohaceni vydechovaného vzduchu latkami z organismu
Z povrchu plicnich sklipkl a dychacich cest se odpafuji tékavé latky (plynna faze) a strhavaji
malé kapicky, které undsi proud vydechovaného vzduchu (kapalnd faze — aerosolové
kapicky)

V KVV byly detekovany specifické biomolekuly (tzv. biomarkery), které se vyskytuji ve
zvySené koncentraci pti patologickych procesech, odehrdvajicich se v plicich. Jejich zvySend hladina
mUZe signalizovat plicni onemocnéni (napf. asthma bronchiale, oxidativni stres, rakovinu plic,




cystickou fibrézu a dalsi). V¢asna diagnostika uvedenych onemocnéni hraje dileZitou roli z hlediska
zahdjeni ucéinné terapie a minimalizace poskozeni pacienta.

Vyhodou KVV je, Ze odrazi procesy odehravajici se vylucné v plicich, pfipadné dychacich
cestach, a nikoliv v celém téle, jak je tomu v pfipadé jinych télnich tekutin (v moci, krevni plazmé).

3.1.2 Odbér kondenzatu vydechovaného vzduchu

Na specializovanych klinickych pracovistich se ziskavd KVV pomoci kondenzatoru
vydechovaného vzduchu (obrdzek 2), ktery zkapalni aerosolové ¢astice a latky z plynné faze. Hlavni
¢asti kondenzatoru vydechovaného vzduchu je ndustek, lapac slin, jednocestny ventil, sbérna
nadobka a chladici aparatura. Ukolem lapace slin je zamezeni kontaminace slinami, nebot v nich byly
stanoveny vysoké koncentrace biomarkerll (napt. leukotrieny, 8-iso Prostaglandin F,,ad.) [4]
pfitomnych v KVV. Mozna kontaminace slinami se zjistuje stanovenim aktivity slinné a—amylasy.
Jednocestny ventil slouzi k oddéleni vdechovaného a vydechovaného vzduchu, a tim se eliminuje
potencionalni znecisténi kondenzovaného vzduchu casticemi zvnéjSiho prostiedi. Jednou
z nejdllezitéjsich c¢asti kondenzatoru je chladici systém, ktery mize podle typu pouZitého chladiciho
média dosahovat rGznych teplot, které pak ovliviiuji mnoZstvi zachycenych latek.

K dosazeni nizSich teplot se pouziva chladici protiproudovy okruh [5], umoZnujici provadét
odbér pfi teploté -10°C aZ -20°C. Tato nizka teplota je dlleZitd pro kvantitativni uchovani tepelné
labilnich latek, jakymi jsou prostaglandiny, leukotrieny, aldehydy ad.

Béhem odbéru, ktery trva obvykle 15 — 20 minut, Ize ziskat 2 — 3 ml KVV. Aby se zamezilo
vydechovani nosem, je pacientovi nasazen nosni klips.

Naustek

Lamelarni
kondenzator

“Jednocestny
ventil

Sbérna nadobka

Chladici komirka

Obrazek 2: Schéma kondenzatoru pro odbér KVV




3.2 Oxidativni stres

Oxidativni stres je proces spojeny se vznikem velkého mnozZstvi ROS (reaktivni kyslikové
Castice - reactive oxygen species), které atakuji biomolekuly prfitomné v organismu a nasledné
zpUsobuji jejich oxidaci. Mezi ROS se fadi volné radikaly kysliku s volnym neparovym elektronem
(-HO™, HO,:, RO, RO;:, 0,7 ) a latky, které nemaji neparovy elektron a vznikaji preménami z volnych
radikal(l - peroxid vodiku a kyselina chlorna. Volné radikdly jsou v organismu tvoreny pfirozenou
metabolickou drahou (likvidace fagocytovanych organism(, signalizacni vyznam v bunce,
mitochondrialni dychani), pfi patologickych poskozenich (naruseni antioxida¢ni ochrany), nebo jako
disledek plsobeni xenobiotik (exhalace z primyslu, koureni) [6].

Bunky disponuji obsahlou fadou antioxidacnich mechanismui (inaktivujici peroxidy, enzymy
a proteiny), které zabrariuji tvorbé ROS, tim eliminuiji jejich mozny ni¢ivy efekt v organismu. Zivotnost
ROS v organismu je omezena na kratky casovy interval, coz je ptiinou absence citlivé a presné
analytické metody pro jejich stanoveni. Kvlli tomuto problému je fada pfedstav o plsobeni ROS
nedokonala ¢i nevyjasnénd. Neni jasné, zda ROS vyvoldvaji dané onemocnéni, nebo jsou-li pouze
formovany v disledku nemoci [6].

Nestabilita ROS vede k tomu, Ze se hledaji stabilnéjsi biomarkery pro oxidativni stres, které
by pomohly objasnit mechanismy plsobeni rGznych xenobiotik [7] napf. krystalicky oxid kfemicity,
vlaknity azbest, dioxiny a fada dalSich.

3.2.1 Markery oxidativiho stresu

Z kyseliny arachidonové pulsobenim ROS vznikd 8-iso PGF,,, oxidaci dalSich mastnych
kyselin (pfedevsim ®-6 a ®-3 polynenasycenych mastnych kyselin) vznikaji konjungované dieny,
alkany, aldehydy, nasycené a nenasycené ketony ad. (obrdzek 3).

Velkou vétsinu produktl oxidace mastnych kyselin lze charakterizovat cytotoxickymi
a genetoxickymi vlastnostmi. Dané biomarkery jsou stabilnéjSi nez ROS a lze jejich koncentrace méfit
v télnich tekutindch (plazma, moc a KVV). V soucasné dobé se jako moziné markery oxidativniho
stresu lipidd monitoruje vedle vyskytu 8-iso PGF,, i malondialdehyd (MDA), 4-hydroxynonenal (HNE),
PGD,; a PGE,.
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Obrazek 3: Produkty plisobeni volnych radikalti v organismu

3.2.1.1Prostaglandiny (PG)

Prostaglandiny patfi do skupiny eikosanoidd, tedy latek obsahujici dvaceti uhlikaty retézec.
PG jsou vsSudypfitomné lipidy, které se podili na fadé fyziologickych, ale i patologickych procesech
odehravajicich se v organismu.

Prostaglandiny mohou vznikat nékolika zplUsoby. Biologicky nejaktivnéjsi jsou vsak
metabolity kyseliny arachidonové (prostaglandin E, (PGE,), prostaglandin D, (PGD,) a thromboxan
A,). Kyselina arachidonova je vicesytna mastna kyselina vazand v membranovych fosfolipidech,
odkud mZe byt pasobenim enzym( nebo volnych kyslikovych radikali uvolnéna do organismu.

Cesta kyseliny arachidonové katalyzovana cyklooxygenazou (COX) uprednostiiuje syntézu
prostaglandini a thromboxan(. Isoprostany se v tomto pfipadé mohou vyskytovat pouze jen jako
vedlejsi produkty. V prvnim kroku premény kyseliny arachidonové dochdazi plsobenim COX
k navadzani dvou molekul kysliku a vzniku bicyklického endoperoxidového prostaglandinu G, (PGG,),
jehoZz hydroperoxidova skupina se enzymem peroxid reduktdza redukuje na hydroxylovou skupinu
prostaglandinu H, (PGH,). Enzym coklooxygendzy je v organismu pfitomen v nékolika moznych
izomerickych formach - COX-1 (jejim ukolem je udrZovat fyziologickou hladinu prostanoid( pro
homeostatickou regulaci organismu) a COX-2, ktera je zodpovédna za pribéh zanétlivé reakce [8].

Osud prekursoru PGH, (obrdzek 4) zavisi na misté vzniku a pfipadné aktivité dalSich enzyma.
Pfimou pfeménou PGH, vznikda thromboxan A, (katalyzovano enzymem thromboxan A synthetaza),
PGD, (enzym prostaglandin D synthetaza), PGE, (enzym prostaglandin E synthetdza), PGF,, (enzym

prostaglandin H 9,11-endoperoxid reduktdza) a prostacyklin (enzym prostacyklin synthetaza). PGF,,
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se v organismu vytvari i redukci ketonické skupiny PGE, enzymem prostaglandin E 9-ketoretuktaza.
PGA, a PGB, vznikaji postupnou metabolizaci PGE,, u kterého nejprve probéhne dehydratace ve
vodném roztoku albuminu na PGA,, jeZ je nasledné izomerizovan na PGB,. Vodny roztok albuminu se
uplatiiuje i pfi dehydrataci PGD; na PGJ,.

Fyziologickym Ukolem prostaglandin( je podilet se na homeostatické regulaci travici,
obéhové, vylucovaci a dychaci soustavy a uplatiuji se i v obdobi téhotenstvi a porodu. Pfi
patologickych pochodech se s prostaglandiny miZeme setkat pf#i zanétech, kardiovaskularnich
onemocnénich, rakoviné a oxidativnim stresu.

Jejich biologicka aktivita je dana interakci se specifickym G-proteinovym receptorem a
ovlivnénim lokalni funkce ostatnich hormon( v cirkulaci. Receptory se klasifikuji podle selektivity
k danym prostaglandiniim. PGE, se predevsim vaZe na EP receptory, PGl, aktivuje IP receptory, PGF,,
interaguje s FP receptory, pro PGD, se v organismu vyskytuji DP receptory a s TP receptory
prednostné vytvari aktivni komplex thromboxany, ale byvaji aktivovany i PGD,, PGF,, a 8-iso PGF,,.
Jednotlivé prostanoidy navazanim na odpovidajici receptor v urcitém misté ovliviuji fadd procesa.

NejdlleZitéjsi prostaglandiny PGD, a PGE, se podileji na bronchokonstrikci, drazdi dychaci
cesty a tim indukuji vznik kasle, znasobuji efekt pUlsobeni histaminu a zvysuji produkci hlenu
v dychacich cestach a Ize je oznacit za promotory alergické reakce.
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Obrazek 4: Biosyntéza prostanoidl z kyseliny arachidonové plsobenim enzymu coklooxygenazy (COX)

Pfeména nestabilniho meziproduktu prostaglandinu H, na pfislusné prostaglandiny probiha za
pfitomnosti enzym(: 1 - prostaglandin H 9,11-endoperoxid reduktdza, 2 - prostaglandin E
synthetaza, 3 - prostaglandin E 9-ketoreduktdza, 4 - dehydratace, 5 - izomeraza, 6 -

thromboxan A synthetaza, 7 - prostaglandin D synthetdza, 8 - dehydratace, 9 - prostacyklin
synthetaza
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3.2.1.2Isoprostany

Isoprostany vznikaji neenzymatickou peroxidaci membranové vazané kyseliny arachidonové
plUsobenim ROS (obrdzek 5). Vysledkem reakce arachidonového radikalu s molekulou kysliku jsou
mozné Ctyfi peroxyl radikaly kyseliny arachidonové. Peroxyl radikaly po podstoupeni intramolekularni
cyklizaci a navazani druhé molekuly kysliku vytvari ¢tyfi regioizomery bicyklickych endoperoxidi
isoprostanll G,. Vysledkem castecné redukce iso-PGG, jsou isoprostany série E, a D,, Uplnou redukci

ziskame isoprostany F,,.

Kyselina arachidonova
ROS ROS

ROS l

COOH o — COOH

OOH OOH

m\ H L oOGhas
COOH a — COOH
L _
OOH OOH

[H] [H]

[H] [H]

v 11
Obrazek 5: Mechanismus vzniku F,, isoprostanii z kyseliny arachidonové pisobenim ROS
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Isoprostany se vyskytuji v plicich, kardiovaskularnim a lymfatickém systému, v centralni
nervové soustavé a v ledvinach. Nejvétsi biologicka aktivita byla prokdzana u 8-iso PGF,,, ktery
v organismu muzZe zpUsobit vazokonstrikci cév a bronch(, vyrazné redukovat pratok krve ledvinami a

ovliviiovat agregaci krevnich desticek.

3.2.1.3 Malondialdehyd a 4 — hydroxynonenal

Jednad se o konecné produkty oxidace w-6 a ®-3 polynenasycenych mastnych kyselin
(obrdzek 6). 4- hydroxynonenal a malondialdehyd zpUsobuji nasledné poskozeni zakladnich
stavebnich organismu (nukleové kyseliny, aminokyseliny a bilkoviny) a proto lze jejich vlastnosti
oznalit za genetoxické (poskozeni DNA, RNA a i translacnich a transkripénich mechanismd) a

cytotoxické (projevuje se poskozenim bunék a jejich naslednym moznym zanikem).

®-3 a -6 polynenasycené
mastné kyseliny

— R — R R'
— J— —_—— J— — _— R/\/

konjugované dieny OOH alkany

RMO - R/%O - s R/%O R R'___>RJK/\RV
alk-2en-1-al n-aldehydy nasycené ketony

OOH

R
X
N Y o 0
R 0 0 0 OOH M
4-hydroperoxyalk-2-en-1al U 2-hydroperoxyalkan-1al R R'

nenasycen¢ ketony
malondialdehyde

R
)Oi/\ W/%O
OH

NS
R ~o
4-hydroxyalk-2-en-1-al 2-hydroxylalkan-1-al

Obrazek 6: Schéma oxidace w—3 a @—6 polynenasycenych mastnych kyselin
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3.2.2 Oxidativni stres a poSkozeni organismu

3.2.2.1 Expozice dioxiny

Jako dioxiny je souhrnné oznacovano 210 chemickych latek ze dvou skupin latek odborné
nazyvanych polychlorované dibenzo-p-dioxiny (PCDDs) a polychlorované dibenzofurany (PCDFs).
Mezi ,,nejvyznamnéjsi“ zastupce se radi 2,3,7,8-tetrachlordibenzo- p-dioxin (TCDD - obrdzek 7), ktery
patfi mezi jedny z nejjedovatéjsich latek (40krat jedovatéjsi nez kyanid draselny).

Dioxiny jsou vysoce toxické latky nebezpecné jiz ve stopovych koncentracich. Jsou to latky,
které se kumuluji v tukovych tkanich organism(. Jejich dlouhodobym plsobenim na organismus
dochazi k poskozeni imunitniho a nervového systému, ke zménam v endokrinnim systému (zejména
stitné Zlazy) a reprodukénich funkci. Ve vysokych akutnich koncentracich zplsobuji dioxiny zanéty
kGize (alergickd dermatitida, chlorakné), pfi vdechnuti vyvolava zanéty sliznice a plicni tkané, coz
muaze koncit i smrti. DalSimi nejvice postizenymi organy jsou oci, jatra a ledviny. Pfi nizSich
chronickych davkach zplsobuji poskozeni plicnich epitell, podileji se na vzniku oxidativniho stresu,
z kterého se nasledné muiZe vyvijet rakovinné onemocnéni. Pfevazna vétsina dioxinl se do organismu

dostava potravou, inhalaci ze vzduchu nebo pfi styku s kazi [9].

Cl O Cl

Cl O Cl
2,3,7,8-tetrachlordibenzo- p-dioxin

Obrazek 7: Struktura 2,3,7,8-tetrachlordibenzo- p-dioxinu (TCDD)

Dioxiny obecné vznikaji jako vedlejsi produkt primyslové vyroby, které se ucastni chlor
(vyroba PVC, béleni buniciny chlorem, ad.). Nejvyznamnéjsim zdrojem dioxin( jsou vsak v dnesni
dobé predevsim spalovny, kde vznikaji nedplnou oxidaci 1,2-dichlorbenzenu, coz je pficinou jejich
vyskytu v koufovych plynech technologicky nedofesenych spaloven komundiniho odpadu,
obsahujiciho chlorované plasty, pfedevsim polyvinylchlorid (PVC).

Cl I
®) C oxidace c O C
+ Zg+ —> + 2H,0
Cl cl Cl @) Cl

TCDD

Rovnice 1: Vznik TCDD hofenim o-dichlorbenzenu

V minulosti se miZzeme setkat s nékolika priklady expozice lidi dioxiny. V 60. letech Spolana
Neratovice zahdjila vyrobu chlorovanych pesticidl, véetné slozky pro Agent Orange (smés pesticidu
2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny a 2,4,5-trichlorfenoxyoctové kyseliny, ktery byl americkou armadou
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pouzivan v prabéhu Vietnamské valky). Pri vyrobé chlorovanych pesticidi byly dioxiny (predevsim
TCDD) nezadouci vedlejsi latkou. Vyskyt téchto latek v provozech zapficinil fadu vaznych onemocnéni
velkého poctu zaméstnancl a je spojovan s vysokou umrtnosti zaméstnancl Spolany na rakovinu
koncem 60. let minulého stoleti.

3.2.2.2 Expozice oxidem kiemicitym

Silikéza plic je typické onemocnéni profesiondlniho plivodu, které je vyvolano inhalaci
prachu s obsahem krystalického oxidu kfemicitého, jakozto hlavni slozkou zemskych mineral(. Pri
inhalaci se do alveol dostavaji ¢astice, ze kterych vétsina je vykaslana, nepatrna ¢ast prachu vsak
prechdzi v makrofazich sténou alveolu do intersticia odkud je dopravovéna do miznich uzlin. Cinnosti
makrofagl vznika drobny zanét, ktery se opakovanou inhalaci oxidu kfemicitého postupné zvétsuje.
Nemoc se vyviji 15 — 20 let a m{zZe vyustit aZ v rakovinu plic.

3.2.2.3 Expozice azbestem

Azbestéza je profesionalni plicni onemocnéni, které vznikd v dasledku nadmérného
vystaveni azbestovych vldken. Azbestova vldkna jsou zanesena proudem vdechovaného vzduchu az
do alveol. Vysledkem je aktivace alveolarnich makrofagl a rozvoj zanétlivého procesu. Presny
mechanismus tohoto plsobeni neni zndm, ale vyznamnou roli hraje tvar azbestovych vlaken a jejich
relativni neznicitelnost. Inhalovanad vldkna mohou v plicich pretrvavat radu let. Pro svUj
charakteristicky tvar — uzké a dlouhé vldkno — nemohou byt zcela fagocytovana makrofagy, a tak
jedno vlakno po dlouhou dobu aktivuje fadu makrofagl. To vede k uvolfiovani nékterych enzym( a
hlavné volnych kyslikovych radikal, které poskozuji okolni plicni tkan. Nebezpecénost inhalace
azbestového prachu spociva predevsim ve zvyseni rizika vzniku plicniho karcinomu.
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3.3 Metody stanoveni biomarkert v KVV

SloZitost matrice KVV spojend s velkym poctem rozdilnych biomarkerl a rozmanitost
dnesnich analytickych metod ndm dava nepreberné mnozstvi kombinaci stanoveni. V fadé praci bylo
popsano stanoveni prostaglandin( a isoprostan( v rGznych télnich tekutinach (krevni plazma, mo¢,
mozkomisni mok a KVV) s vyuZitim rozdilnych analytickych metod jako je RIA (Radioimmunoassay)
[10], EIA (Enzyme Immunoassay) [11], ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) [12], pfipadné
GC-MS [13] nebo LC-MS [14]. Biochemickymi metodami lze stanovit fadové nizsi koncentrace latek,
nez jakych je dnes dosahovano pouZitim hmotnostné-spektrometrickych metod (GC-MS, LC-MS),
nicméné meze detekce téchto instrumentdlnich metod se v pribéhu posledniho desetileti dostaly na
uroven piko-, femto-, pripadné attomoll, coZ je plné postacujici pro detekci vétSiny biologicky
aktivnich latek vyskytujicich se v lidském organismu [6]. Spojeni kapalinové, pripadné plynové
chromatografie s hmotnostnim spektrometrem poskytuje oproti biochemickym metoddm nejenom
kvantitativni informaci, ale rovnéz i informaci strukturni (kvalitativni), ktera je pfi vyuziti MS technik
vysoce specifickd. Tim jsou vylouceny falesné pozitivni, ¢i negativni vysledky, které se v dlsledku
“zktizenych reakci” vyskytuji u imunochemickych nebo enzymatickych metod.

Méreni koncentrace MDA a HNE v fadé praci probiha s vyuZitim spojeni kapalinové
chromatografie s UV, nebo fluorescencni detekci. Nedilnou soucasti jejich stanoveni je derivatizace.
Tento zpUsob stanoveni se vyznacuje velice nizkou selektivitou k danym analytim a k moznému
zkresleni vysledk( dal$imi aldehydy pfitomnymi v matrici, nebot tyto metody neposkytuji strukturni
informaci.

Proces stanoveni eikosanoidi, HNE a MDA v KVV pfi vyuZiti hmotnostné-spektrometrické
detekce je mozné rozdélit do tfi ¢asti. V prvnim kroku se provadi odbér KVV (viz kapitola kondenzat
vydechovaného vzduchu). Z biologické matrice se pred samotnou hmotnostné-spektrometrickou
analyzou analyty extrahuji a zakoncentrovavaji, pfipadné se provadi jejich derivatizace.

3.3.1 Extrakce biomarkert

Extrakce biomolekul z komplexni biologické matrice se provadi z divodu (1) zakoncentrovani,
(2) kompatibility rozpoustédla s mobilni fazi LC a (3) eliminace ruSivého efektu matrice. Jako
extrakéni metody je mozno pouzit napf. specifickou extrakci latky zalozené na imunitni reakci
antigenu s protilatkou a nespecifické odstranéni soli extrakci na pevné fazi (SPE — Solid Phase
Extraction).

3.3.1.1Imunoseparace

Princip imunoseparacnich metod je zalozen na imunitni odpovédi organismu, kde imunitni
reakce probihd na zdkladé vytvofeni komplexu antigen — protildtka. Antigen je pro organismus
strukturné cizi latka vyvolavajici tvorbu pfislusné specifické protilatky, kterd je schopna vychytavat
dany antigen, aproto lze reakce mezi antigenem a protildtkou charakterizovat jako vysoce
specifickou. Tedy pokud je k dispozici specificka protilatka, mize byt pfi pouziti vhodné laboratorni
techniky provedena extrakce sledovaného antigenu z biologického vzorku kvantitativné.

Pro separaci vytvofeného komplexu antigen - protilatka z biologickych matric musi byt
protilatka zakotvena na nosici, ktery umozni bezproblémovou separaci z télnich tekutin (pomoci
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odstredéni — napf. Sepharosa 4B, v magnetickém poli — magnetické mikro- a nanocastice [6], nebo
razné druhy desticek) pfi zachovani dostatecné vazebné kapacity pro antigen.

3.3.1.2 Extrakce na pevné fazi (SPE)

Princip extrakce na pevné fazi vychazi z kapalinové chromatografie (pouzivaji se i obdobné
stacionarni faze - napf. silikagelovy nosi¢ modifikovany oktadecylovou, ethylovou, cyklohexylovou aj.
skupinou). Funkéni skupiny sorbentu a rozpoustédla interaguji s latkami z roztoku a zadrzuji analyty.
Naslednym vymytim se ze SPE kolonky ziskd analyt (necistoty zachyceny), nebo se z kolony nejprve
vymyji necistoty a pouzitim dalSiho rozpoustédla se ziskd analyzovana latka. SPE extrakci Ize
charakterizovat jako jednoduchou, nendro¢nou metodu, o tom svéddi i jeji Casté pouziti [15].

S

% K

o O i} i}
&5 e

Obrazek 8: Schéma extrakce na pevné fazi (SPE) - SPE kolona se pred nanesenim vzorku (B) zaktivuje

vhodnym rozpoustédlem (A). NezadrZované slozky se ze SPE kolonky vymyiji (C) a nakonec se
provede vymyti zadrZzenych molekul (D).

3.3.2 Hmotnostni spektrometrie (MS = mass spectrometry)

Nedavny bouflivy vyvoj v oblasti LC-MS umozniuje dnes bezproblémovou separaci a paralelni
detekci velmi nizkych koncentraci analytl i ve znacné komplexnich matricich. Z tohoto divodu, stejné
jako pro svou vysoce specifickou strukturni informaci, se LC-MS stava metodou prvni volby v analyze
latek v biologickych matricich. Stanoveni pikogramovych mnoiZstvi v komplexni télni tekutiné je
resitelny problém metodou LC-MS, a to i z hlediska budouci rutinni praxe.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography-HPLC)
se pouziva predevsim pro analyzu malo tékavych a tepelné labilnich latek. Vysoké selektivity separace
se dosahuje vhodnou volbou chromatografickych fazovych systém(. Nejcastéji se vyuziva kapalinova
chromatografie s reverznimi fazemi, kde stacionarni faze kolony je tvorena silikagelem, ktery mize
byt modifikovan nepolarnimi oktadecylovymi skupinami, a mobilni fazi nejcastéji ze smési polarnich
rozpoustédel - voda, methanol a acetonitril s pridavkem pufru.

Pfi vyuziti hmotnostné-spektrometrické detekce se analyzované latky museji prevést do
plynné faze a iontového stavu. S objevem technik umoznujicich ionizaci za atmosférického tlaku (API
— athmospheric pressure ionization) je mozné provést tento prevod i u tepelné labilnich latek. Mezi
nejvyuzivanéjsi APl techniky patfi ionizace elektrosprejem (ESI — elektrospray ionozation), za kterou
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byla v roce 2002 udélena Nobelova cena za chemii Johnu B. Fennovi. ESI se fadi mezi mékké ionizacni
techniky vyznacujici se zachovanim molekulového piku pfi minimalnim poctu vzniklych fragment(
molekuly. Kombinace ESI ionizace s vhodnym analyzatorem (jednoduchy, nebo trojity kvadrupdl,
iontova past) je vhodnou detekéni technikou pro kvantitativni stanoveni latek. Trojity kvadrupdl a
jontovad past vedle kvantitativni informace pfinasi pfi praci v MS" médu (pro trojity kvadrupdl
maximalné MS? Castéji oznacovan MS/MS) i kvalitativni informaci o sledované molekule. Hmotnostni
spektrometr s trojitym kvadrupdlem vyuziva vysoce selektivni MRM (multiple reaction monitoring)
maod, kde na prvnim kvadrupdlu Q1 se izoluje quasi-molekularni ion (deprotonovany molekularni ion
[M-H] pro negativni ionizaci a pro pozitivni ionizaci napf. protonovany ion [MH]") pfisluiné molekuly,
ktery je pouzit jako prekursor (rodicovsky ion) pro naslednou kolizné-indukovanou disociaci (CID).
V kolizni cele kvadrupdll Q2 dochazi k selektivnimu rozpadu molekuly za vzniku dcefiného spektra,
z kterého se na tretim kvadrupdlu Q3 izoluje specificky dcetiny ion s nejvyssi abundanci [6].

3.4  Pracovni hypotéza

Cilem predkladané prace je sledovani hladin biomarker( oxidativniho stresu v kondenzatu
vydechovaného vzduchu jako télni tekutiné, kterad odrazi bezprostredni déje odehravajici se v plicich
a dychacich cestach.

V experimentdlni ¢asti bude vypracovand analytickd metoda pro kvantitativni i kvalitativni
stanoveni 8-iso PGF,,, malondialdehydu, 4-hydroxynonenalu, PGD, a PGE,. Nedilnou soucdsti metody
by mély byt separacni kroky (imunoseparace, extrakce na pevné fazi) a samotné stanoveni vysoce
presnou a selektivni metodou HPLC-ESI-MS/MS. lJistd pozornost je vénovana stabilité sledovanych
marker( za podminek odbéru, skladovani a zpracovani KVV.

Vyvinutd analytickd metoda bude testovdna na klinickych vzorcich s cilem porovnani
koncentracnich hladin biomarker( pacient s diagnostikovanym onemocnénim a zdravych jedinca.
Veskera ziskana data budou statisticky vyhodnocena.
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4 Metodika prace

4.1 Chemikalie a pomtcky

Nazev Cistota vyrobce

8-iso Prostaglandin F,, (8-iso-PGF,,) 299 % Cayman Chemical, USA
Prostaglandin E, >99% Cayman Chemical, USA
Prostaglandin D, >99% Cayman Chemical, USA
8-iso Prostaglandin Fyp (8-is0-PGFy) 298 % Cayman Chemical, USA
8-iso15(R)-Prostaglandin F,, >98 % Cayman Chemical, USA
Prostaglandin F,, (PGFy,) >99 % Cayman Chemical, USA
Prostaglandin F,p (PGFp) >99 % Cayman Chemical, USA
15(R)-Prostaglandin F,, (15(R)-PGF,) >98 % Cayman Chemical, USA
11b-Prostaglandin F,, (11b-PG F,,) >99 % Cayman Chemical, USA
[3,3,4,4 *H,] 8-iso Prostaglandin F,, >98 % Cayman Chemical, USA
4-Hydroxynonenal (HNE) 298 % Cayman Chemical, USA
[9, 9, 9 °H;] 4-Hydroxynonenal (HNE-ds) 299 % Cayman Chemical, USA

8 — isoprostane Affinity Sorbent Cayman Chemical, USA
Prostaglandin E2 Affinity Sorbent Cayman Chemical, USA
Argon 5,0 SAID, Ceska republika
Vzduch technicky SAID, Ceska republika
Dusik technicky SAID, Ceska republika
Methanol LC/MS Riedel de Haén, Némecko
Acetonitril LC/MS Riedel de Haén, Némecko
Voda LC/MS Riedel de Haén, Némecko
Ethanol HPLC Merkc, Némecko
Amoniak 28 %-ni roztok Aldrich, USA
1,1,3,3-Tetramethoxypropan 99 % Aldrich, USA
3-(Dimethylamino)-2-methyl-2-propenal 99 % Aldrich, USA

2-Propanol >299,9 % Riedel de Haén, Némecko
Aceton >99,8 % Riedel de Haén, Némecko
Kyselina mravenci 99,9 % Riedel de Haén, Némecko
Kyselina chlorovodikova p.a. Penta, Ceskd republika
Hydroxid sodny p.a. Penta, Ceskd republika
Uhlic¢itan sodny,bezvody p.a. Penta, Ceskd republika
Skrob Zulkowsky Merk, Némecko
3,5-Dinitrosalicylova kyselina >98 % Fluka, Svycarsko

Bond elut — C18 — hmotnost sorbentu 100 mg, velikost ¢astic 40um, objem 1ml (varian, USA)
Hypercarb Thermo 100 x 2,1 mm x 5 um s pfedkolonou Hypercarb (Thermo Electron Corporation,

USA)
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4.2 Syntéza standardu malondialdehydu a methylmalondialdehydu

Pro syntézu standardu malondialdehydu byl pouzit 1,1,3,3-tetramethoxypropan (TMP), ktery
byl kysele hydrolyzovan 60 minut pfi teploté 40 °C. Reakcni smés byla nasledné neutralizovana (pH 7)
roztokem uhli¢itanu sodného. Pro pripravu zdsobniho roztoku o koncentraci cca 10 mM bylo pouZito
17mI TMP a 10 ml 0,1 M kyseliny chlorovodikové.

Methylmalondialdehyd (MeMDA) byl pfipraven zahfivanim 0,5 g 3-dimethylamino-2 methyl-
2-propenalu s 0,2 g hydroxidu sodného v 0,7 ml vody. Reakce se provadéla pfi teploté 70°C do
vymizeni fazi (cca 3 hodiny). Pfi ochlazovani roztoku se zacaly tvofit bilé krystaly. Ze suspenze bylo
odpareno rozpoustédlo za snizeného tlaku a ziskané krystaly byly promyty smési rozpoustédel
aceton:2-propanol (50:50 - V/V) a aceton:ethanol (50:50 — V/V).

Pfesna koncentrace MDA a MeMDA byla stanovena vyuzitim UV/Vis spektrofotometru na
zakladé Lambertova-Beerova zdkona, podle kterého je hodnota absorbance A; pfi vinové délce A
pfimo umérna latkové koncentraci ¢ (mol I%). V pfipadé jediné absorbujici latky v roztoku plati
rovnice A, = g,bc, kde g, (I mol™ cm™) predstavuje molarni absorpéni koeficient pti dané vinové délce
a b (cm) tloustku vrstvy, kterou prochazi paprsek (v tomto ptipadé b = 1cm). Absorbance pro MDA
byla mérena pfi vinové délce A = 267 nm, kdy molarni absorpcni koeficient €,6; ma hodnotu 31800 .
mol™ cm™. Pro stanoveni koncentrace pfipraveného roztoku MeMDA bylo vyuZito vinové délky
A =274 nm, jeji molarni absorpcni koeficient &,74 odpovida hodnoté 29900 | mol™® cm™.

4.3 Odbér kondenzatu vydechovaného vzduchu

KVV byl ziskavan prostrednictvim kondenzatoru vydechovaného vzduchu EcoScreen (Jaeger,
Némecko) na Klinice nemoci z povolani VFN a 1. LF UK. Bezprostifedné po odbéru vzorku bylo do 1 ml
KVV pridano 250 pg 8 -iso PGF,,-d,4, 500 pg HNE-d; a 500 pg MeMDA a vzorek byl zmrazen pfi teploté
-80 °C.

4.4 Stanoveni a-amylasy v kondenzatu vydechovaného vzduchu

Enzymaticka reakce a-amylasy obsazené v KVV byla provadéna pfti teploté 37 °C smichanim
KVV a 1 %-niho Skrobu v poméru 1:2. Po 40 minutdch byla pfidana 3,5-dinitrosalicylova kyselina a
smés byla zahtatd na teplotu 90 C (5 minut), kdy doslo k denaturaci a-amylasy a redukci 3,5-
dinitrosalycilové kyseliny pfitomnymi redukujicimi cukry. Koncentrace vzniklého produktu reakce

byla stanovena méfenim absorbance pfi vinové délce A = 530 nm.

4.5 Stanoveni koncentrace biomarkertu v KVV

4.5.1.1 Extrakce afinitnimi sorbenty

Imunoafinitni extrakce byla provadéna ndsledujicim postupem: k 1ml KVV oznacenému
vnitfnimi standardy bylo pfidano 50 ul kazdého z imunoafinitniho sorbentu. Suspenze byla tfepana
(60 minut) pfi 480 ot./min. Nasledné byl sorbent separovan odstfedénim (500 ot./min, 5 min).

21



Separované sorbenty byly promyty (2 x 1 ml deionizovanou vodou). K promytym sorbentlim byl
ptidan studeny methanol (2 x 0,5 ml, michani 5 minut, odstfedéni 2500 ot./min). Spojené
methanolické podily byly podrobeny odpareni methanolu proudem dusiku. Zbytek po odpareni byl
rozpustén v 50 pl mobilni faze a byla provedena LC-ESI-MS/MS analyza.

4.5.1.2 Extrakce na pevné fazi (SPE)

Extrakce na pevné fazi byla provadéna na Bond elut C18 (oktadecylova kartridg). Pred
samotnym nanesenim vzorku KVV s vnitfnim standardem byla kolona zaktivovana promytim 5 x 1ml
methanolu a3 x1ml 0,05 M roztokem kyseliny mravenc¢i ve vodé. Na zaktivovanou kolonu byl
nanesen 1 ml KVV. Matrice KVV z kartridge SPE kolony byla odstranéna 3 x 1ml vody. Zadrzené latky
byly z kolonky eluovany 1 ml methanolu. Ziskand frakce methanolu byla odpafena proudem dusiku
do sucha. Pfed samotnou LC-ESI-MS/MS analyzou byl zbytek po odpafeni rozpustén v 50 ml mobilni
faze.

4.5.2 LC-ESI-MS/MS analyza

LC-ESI-MS byla realizovdna v systému vybaveném dvéma vysokotlakymi pumpami Varian
ProStar 210 (Varian, USA), autosamplerem Varian 410 (Varian, USA). Chromatografické déleni vzorku
(nastfikované mnoizstvi 20 pl) bylo realizovdano na koloné Hypercarb Thermo (Thermo, USA)
100 x 2,1 mm x 5 um s pouZitim mobilni faze o sloZzeni voda s pH upravenym amoniakem na hodnotu
10,5 (rozpoustédlo A) a methanol s acetonitrilem v poméru 60:40 (V/V) s pfidanym amoniakem
(0,1 %).(rozpoustédlo B) v gradientovém usporadani (tabulka 1). Pratok mobilni faze byl 150 pl/min.
Chromatograficka kolona byla temperovana na teplotu 30°C. Na kolonu bylo nasttfikovano 20 pl
vzorku. Pristroj byl vybaven trojitym kvadrupdlovym analyzatorem Varian 1200L (Varian, USA). Pfi
méreni bylo pouZito negativni elektrosprejové ionizace (ESI-) v MRM maddu. Reakce kolizné-
indukované disociace argonem pro jednotlivé analyty jsou zachyceny v tabulce 2. Podminky na
hmotnostnim spektrometru byly nasledujici: napéti na kapilare -70 V, tlak kolizniho plynu argonu
0,2 Pa, napéti na jehle -4500 V, teplota susiciho plynu 300 °C (dusik, 117 kPa) a teplota zamlZovaciho
plynu 50 °C (vzduch, 345 kPa). Data byla méfena a zpracovavana vyuzitim softwaru Varian MS
Workstation verze 6.52 (Varian, USA).

Tabulka 1: SloZzeni mobilni faze chromatografické separace 8-iso PGF,,

Cas (min) rozpoustédlo A (%) rozpoustédlo B(%)
0:00 70 30
10:00 70 30
25:00 5 95
55:00 5 95
60:00 70 30
70:00 70 30
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Tabulka 2: Kolizné disocia¢ni reakce analytti pro MRM méd MS

Analyt MRM reakce Kolizni energie
(m/z > m/2) (eV)
8-iso PGF,, 353 -5 193 27,5
8-iso PGF,,-d, 357 - 197 27,5
PGE, 355 5293 23,0
PGD, 355 5 275 15,0
MDA 71> 42 13,5
MeMDA 87 > 58 16,0
4-HNE 155 - 137 11,0
4-HNE - ds 158 - 140 11,0

4.5.2.1Validace metody

Vyvinuté extrakéni metody byly charakterizovdny nasledujicimi validaénimi parametry: limit
detekce — LOD, limit kvantifikace — LOQ, pfesnost, spravnost a vytéZnost.

Limit detekce odpovidd nejmensi koncentraci analytu ve vzorku, pro kterou je analyticky
signal statisticky vyznamné odliSny od Sumu. U separacnich metod se pouZiva kvypoctu meze
detekce velikost hodnoty signalu slepého pokusu. Opakovanou analyzou blanku (n =10) byly urceny
pramérné hodnoty a smérodatné odchylky slepého pokusu. Limit detekce byl pak spocitan jako
pramérna hodnota slepého pokusu zvétseného o trojnasobek smérodatné odchylky.

Limit kvantifikace predstavuje nejmensi mnoZstvi analytu ve vzorku, které muZe byt
stanoveno s pfedem zadanou nejistotou. LOQ byl uréen jako primérna hodnota slepého pokusu, ke
které byl pricten desetindsobek smérodatné odchylky slepého pokusu.

Pfesnost metody je definovdna jako tésnost shody ziskané koncentrace se skutecnou
hodnotou. Jedna se tedy o statisticky vyznamnou rozdilnost mezi ziskanou a skutec¢nou hodnotou,
kterd se vyjadfuje relativni smérodatnou odchylkou RSD (relative standard deviation), jez se pocita
podle vztahu RSD = 5,/ X100 (%), kde s, pfedstavuje smérodatnou odchylku a X je primér dané
stanovené koncentrace.

Spravnost metody vyjadiuje odchylku vysledku od referencni hodnoty a udava se pomoci
relativni chyby (RE — relative error). Relativni chyba byla pocitdna vzorcem RE = (X — ) /1100 (%), 1
pfedstavuje skuteéné pfidané mnoZstvi a X je primér dané stanovené koncentrace.

Vytéznost udava pomér koncentrace analytu ziskaného danou analytickou metodou k pfijaté
referencni hodnoté (k zndmému pridanému mnozstvi analytu).

23



4.6 Klinicka studie

Klinicka studie se sklddala z diferencidlni diagnostiky nemoci spojenych s oxidativnim stresem
a kontrolni skupiny. U vSech dobrovolnik( byly sledovany hladiny biomarker( oxidativniho stresu —
8 -iso PGF,,, PGE,, PGD,, HNE a MDA. Tato studie byla provedena u 120 jedinci s onemocnénim
azbestdzy nebo silikdzy (vék 68 + 8, primérna doba pulsobeni asbestu, nebo kiemiku 25 + 6 let), u 33
pacientl s expozici dioxiny (vék 69 + 5 let) a u 103 jedinc( kontrolni skupiny (vék 65 + 7).
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5 Vysledky a diskuze

Analyza biomarkerl obsazenych v KVV je pomérné novou, rychle se rozvijejici oblasti v oboru
lékarské diagnostiky. Diagnostika zaloZzend na stanoveni marker( oxidativniho stresu vsak neni
trividlni zalezitosti, coZ dokazuje absence standardizovanych metod pro jejich stanoveni, prestoze
metod pro kvalitativni i kvantitativni analyzu prokazujicich moznost diferencialnich diagnostik téchto
metod byla v literature publikovana celd rfada [16]. Ddvodem chybéjici standardizované metody je
predevsim nerespektovani nizké stability marker( za laboratornich podminek, pfitomnost enzymu
zodpovédnych za jejich odbouravani v matrici KVV a chemické zmény odehrdvajici se v pribéhu
zpracovani vzorku.

Vyvinuté metody pro stanoveni hladin sledovanych biomarkerd v KVV probihaly podle
schématu zachyceného na obrdzku 9 a snazily se respektovat veskera vysSe uvedend omezeni.

Odbér KVV

'

Stanoveni kontaminace
slinami

s 8-iso PGF,_-d
Pradavek vnitinich 20- 74,

vamdard - HNE-d;,
standardti MeMDA
Separace 8-iso PGF, , PGD, Separace HNE, MDA
aPGE,

. ~

HPLC-ESI-MS/MS
analyzy

'

Kvalitativni a kvantitativni
stanoveni biomarkera

|

Diagnéza

Imunoseparace
SPE

Obrazek 9: Schéma metody pro stanoveni biomarkerti v kondenzatu vydechovaného vzduchu

25



5.1 Odbér KVV

Odbér KVV byl provadén na Klinice nemoci z povoldni 1. LF UK a VFN vybavené zafizenim pro
jeho odbér Vzhledem k citlivosti biomarker( k celé fadé faktor( je idedlni ihned po odbéru provést
oznaceni vzorku isotopicky znadenym vnitfnim standardem. Princip standardizace izotopicky
znaenym analogem spociva vzcela identickém fyzikdlnim, chemickém a biologickém chovani
znamého mnoiZstvi standardu, ktery pfi hmotnostné-spektrometrické analyze vykazuje v dusledku
nahrazeni vodiku deuteriem odliSné chovani v detektoru umoziujici velice presné provedeni
kvantifikace a zaroven monitorovani zmén ve sloZeni vzorku, k nimZ doslo v priibéhu jeho zpracovani.
Pro MDA byl z divodu absence deuterovaného analogu zvolen jako vnitfni standard MeMDA, ktery
se vyznacuje podobnymi chemicko-fyzikalnimi vlastnostmi.

5.2 Stanoveni kontaminace kondenzatu vydechovaného vzduchu slinami

Po odbéru vzorku KVV se provadél test na kontaminaci slinami, ke které by mohlo dojit
vdisledku 3Spatné provedeného odbéru, nebot ve slinach se vyskytuje vyznamné mnoizstvi
sledovanych biomarker(. Zjisténi kontaminace je mozné provést prostfednictvim stanoveni aktivity
enzymu a-amyldzy, kterd se detekuje na zakladé koncentrace uvolnéného redukujiciho cukru
z rozStépeného Skrobu. Redukujici cukr pfi zahtati redukuje pfidanou 3,5-dinitrosalicylovou kyselinu
na 3-amino-5-nitrosalicylovou kyselinu. Koncentrace vzniklé 3-amino-5-nitrosalicylové kyseliny se
stanovuje na zakladé absorbance pfi vinové délce A = 530 nm. Pro vSechny vzorky klinické studie byla
stanovena aktivita a-amylasy v KVV pod 0,1 % vzhledem k jeji aktivité ve slindch. Pokud by tato
aktivita byla vyssi, matrice by byla znehodnocena a dale nezkoumana.

5.3 HPLC/MS metoda

Kapalinova chromatografie pro separaci prostaglandini a aldehydl byla realizovana na
koloné Hypercarb s gradientovym sloZzenim mobilni faze z rozpoustédel - vody, methanolu,
acetonitrilu a amoniaku. Vyvinutd HPLC metoda slouzila nejen k oddéleni latek od cela analyzy, aby
v disledku pripadné koeluce soli a endogennich slozek matrice nedochazelo k potlaceni signalu
hmotnostniho detektoru v disledku negativniho vlivu na ionizaci, ale rovnéz k separaci jednotlivych
prostaglandin( a aldehydU. Pro stanoveni 8-iso PGF,, pfi pouZiti nespecifické separacni metody SPE
bylo nutno oddélit biologicky aktivni diastereomery 8-iso PGF,, (obrdzek 10), aby detekovana
koncentrace 8-iso PGF,, nebyla zkreslena dalSimi diastereomery, které by se eluovaly se shodnym
retenénim ¢asem, nebot u nich neni moiné provést hmotnostné-spektrometrickou separaci.
Chromatogram separovanych latek a pfisluSsnych diastereomerli za podminek uvedenych
v experimentalni ¢asti je zachycen na obrdzku 11.
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Obrazek 11: MS a MS/MS spektra sledovanych analytt
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Prostaglandin E,

Prostaglandin D,

Obrazek 12: Struktura prostaglandinu D, a prostaglandinu E,

Hmotnostné-spektrometricka detekce byla realizovana negativni elektrosprejovou ionoizaci
(ESI') ve vysoce selektivnim MRM mddu. Na kvadrupdlu Q1 byl izolovany deprotonovany molekularni
iont [M-H] pfislusného analytu, ktery byl pouzit jako prekursor pro naslednou kolizné-indikovanou
disociaci v kolizni cele kvadrupdlt Q2 (obrdzek 13), kde dochazelo k selektivnimu rozpadu molekuly
za vzniku dcefiného spektra, ze kterého byl na tfetim kvadrupdlu Q3 izolovan specificky dcefiny ion
s nejvyssi ¢etnosti. Kolizni energie a dalsi parametry hmotnostniho spektrometru byly optimalizovany

s vz

z hlediska ziskani maximalni vytéZnosti vyvinuté metody (viz experimentalni ¢ast).
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5.3.1 Extrakcni metody

Vzhledem k velmi nizké koncentraci biomarkerd vkomplexni matrici KVV je vhodné
sledované latky prfed samotnou LC-ESI-MS/MS analyzou separovat a provést jejich zakoncentrovani.
Za timto Ucelem byla testovana imunoseparace imunoafinitnimi sorbenty a extrakce na pevné fazi
(SPE). Pouzité metody se odlisuji predevsim selektivitou k danym analytiim. Extrakce zaloZena na
reakci antigen — protilatka se vyznacuje vyssi selektivitou. Tato vysoce specifickd reakce umoziiuje
oddéleni nejen organickych metabolitl od soli pfitomnych v KVV, jako je tomu i pfi extrakci na pevné
fazi, ale i od dalSich metabolitd kyseliny arachidonové. Dané separacni metody byly optimalizovany

z hlediska maximalni vytéznosti k sledovanym latkam.

5.3.2 Extrakce afinitnimi sorbenty

Imunoafinitni separace byla realizovana pfidavkem sorbentu do 1 ml KVV. Veskeré parametry
imunoextrakce s pouZitim afinitnich sorbentl pro prostaglandiny byly optimalizovany vzhledem
k ziskani maximalni vytéZnosti separace.

Typicky pribéh imunoextrakce je znazornén na obrdzku 14 (pro 8-iso PGF,,, obdobné byly
ziskany i pro dalsi prostaglandiny), kde je zachycena zavislost doby imunoextrakce na separovaném
mnozstvi. Zgrafu je zfejmé, Ze s prodluzujicim se casem imunoextrakce dochazi k nardstu
separovaného mnozstvi 8-iso PGF,, z KVV, nicméné naproti tomu dochazi k rozkladu latek v dasledku
negativniho vlivu teploty (25 °C) na jejich stabilitu. Po dosaZzeni maxima separovaného mnozstvi v 60.

minuté zacind prevaZovat proces degradace.

100
Relativni
koncentrace,|

o,
ASO*

20

0 [a
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Cas imunoextrakce, min

Obrazek 14: Stanoveni optimalni doby imunoextrakce 8-iso PGF,,

Neméné dlleZitym parametrem je pomér mnozstvi imunoafinitniho sorbentu k 8-iso PGF,,
k objemu KVV (mnoiZstvi 8-iso PGF,, vKVV se v klinickych vzorcich pohybuje vintervalu 10 -
100 pg/1 ml). Zavislost mnozstvi imunoextrakéné separovanych 8-iso PGF,, na jeho mnoistvi
plavodné pfitomném v KVV je zachyceno na obrdzku 15, z néhoz je zifejmé, Ze uvedend zavislost ma
charakter adsorpcni isotermy, na které je moiné formalné vymezit dvé oblasti. V prvni oblasti
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s lineadrni zavislosti se s rostoucim mnoZstvim biomarker( v matrici zvySuje i mnoZstvi vzniklého
komplexu antigen-protilatka (zvétsend pracovni oblast), zatimco v druhé, nelinearni oblasti,
se vyskytuje velké mnoistvi 8-iso PGF,,, pro ktery neni pfitomné dostatecné mnoZstvi volnych
protilatek na povrchu sorbentu. Z hlediska presnosti metody bylo v klinickych analyzach pouzivano
50 pl sorbentu, coz odpovida imunoextrakéni separaci probihajici v linedrni ¢asti zavislosti.

Vazba antigen — protilatka byla nasledné rozvolnéna metanolem. Ziskany vzorek 8-iso PGF,,
byl pred nastfikem na systém LC-ESI-MS/MS upraven odpafenim methanolu proudem dusiku a
nasledné zbyly odparek byl nafedén 50 pl mobilni faze. Uvedenym postupem bylo mozné separovat
vice nez 85 % v klinickém vzorku pritomnych 8-iso PGF,,. V tabulce 3 jsou uvedeny valida¢ni hodnoty
(limit detekce — LOD, limit kvantifikace — LOQ, spravnost, presnost a vytéznost) pro imunoafinitni
extrakci prostaglanding.

800
Detekované
mnozstvi
8-iso PGF,,,
Pg
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300 -
400 20§
y =0.8683x
200 + R =0.9986
150 -
100 -
200
50 L
Of
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Pridané mnozstvi 8-iso PGF,,, pg

Obrazek 15: Zavislost mnozstvi separovaného 8-iso PGF,, na jeho pfidaném mnoistvi
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Tabulka 3: Validacni parametry pro prostaglandiny pro imunoafinitni metodu

8-iso PGF,,, PGD, PGE,;
LOD (pg/ml KVV) 1 1 1
LOQ (pg/ml KVV) 5 6 5
Spravnost RE (%) -16,0 -17,4 -18,5
Pfesnost RSD (%) 9,5 10,7 11,5
Vytéznost (%) 84 82 85

5.3.3 Extrakce na pevné fazi - SPE

Extrakce na pevné fazi byla provadéna na koloné s C18 (oktadecylovou) kartridgi obsahuijici
100 mg sorbentu, na které byla testovana separace 8-iso PGF,, PGD, a PGE, v mnozstvi 10 az 2500 pg
a HNE, MDA v mnoizstvi 750-2500pg/ml. Zavislost vyextrahovaného mnoistvi téchto latek na
plvodnim mnoizstvi pfitomném ve vzorku KVV byla na zvoleném intervalu linearni. Po zaktivovani
kolony (promyti 5 x 1ml methanolu a 3 x 1ml 0,05 M roztokem kyseliny mravenci ve vodé) a naneseni
vzorku na kolonu byla fada latek (hlavné soli) z matrice KVV vymyta 2 x 1ml vody. Analyty byly
z kartridge eluovany methanolem (1ml). Dalsi eluce methanolu (frakce sbirané vidy po 1ml)
obsahovaly mnoizstvi sledovanych latek pod limitem detekce. Pfed samotnou LC-ESI-MS/MS analyzou
byl methanolicky podil odpafen proudem dusiku dosucha a ziskané latky nasledné byly rozpustény

v 50 pl mobilni faze.

Tabulka 4: Valida¢ni parametry pro analyty pro extrakci na pevné fazi (SPE)

8-is0 PGFy, PGD, PGE, MDA HNE
LOD (pg/ml KVV) 2 2 2 21 26
LOQ, (pg/ml KVV) 9 10 12 32 39
Spravnost RE (%) -9,3 -9,7 -9,5 -7,1 -7,5
Presnost RSD (%) 10,6 11,7 12,5 7,6 8,4
VytéZnost (%) 92,1 90,1 91,8 92,3 91,8

5.4 Stabilita markerd v kondenzatu vydechovaného vzduchu

Vétsina biomarkerd obsazenych v KVV je zndma jako malo stabilni latky. Primarni snahou pfi
vyvoji metody pro stanoveni téchto latek v KVV bylo postihnout jejich chovani v uvedené biologické
matrici a nalézt postup pfipravy vzorku vhodného pro hmotnostné-spektrometrickou analyzu
umoznujici zachytit koncentraci analyt bezprostfedné po odebrani vzorku.

KVV (matrice s majoritnim podilem vody) bezprostfedné po odbéru vykazuje hodnotu pH
vrozmezi 7,2 - 7,7. Hodnota pH KVV se vsak v kratkém ¢asovém intervalu sniZzuje (pH = 6,0 — 6,5) jako
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disledek absorpce CO, ze vzduchu, coZz muize byt jednou z pfi¢in zmén, které se v uvedené matrici
odehravaji po jejim odebrani. Pfi uchovani KVV pod inertni atmosférou (argon) nebyla pozorovana
zména pH, nicméné v pfipadé sledovanych analytl se tento parametr nejevil jako zasadni. Rovnéz
nebyl prokazan vliv svétla na jejich stabilitu. Parametrem, ktery vyznamné ovliviiuje obsah téchto
biomarkerd, je teplota.

Jako zdsadni parametr ovliviujici stabilitu 8-iso PGF,,, PGD, a PGE, se ukazal vliv teploty.
Citlivost 8-iso PGF,,, PGD, a PGE, k teploté je nejvice patrny u teplot nad 0°C (4°C a 25°C) jak
v mobilni fazi, tak v matrici KVV, kde jsou pravdépodobné rozklady latek urychleny pfitomnosti
enzym( zpGsobujici jejich odbouravani. Ubytek prostaglandini po 6 hodinich se pfi teploté 25°C
snizil z pvodni koncentrace na 45,6+ 7% a pri teploté 4°C byl zaznamenan Ubytek na hodnotu
67,2+4,9 % puvodni koncentrace. Z dlvodu uskladnéni byly testovany teploty -20 a - 80°C.

Teplota - 20°C se ukdazala vhodna jen pro kratkodobéjsi skladovani (po 30 dnech ubytek o
21,9 * 4,6%), zatimco pfi — 80 °C je mozné vzorky skladovat az 180 dn0 (Ubytek o 12,36 + 4,5%).
Zlomovou teplotou pro stabilitu latek je ziejmé prevedeni vodné matrice z pevného do kapalného
stavu (teplota 0 °C). Sohledem na uvedenou skutecnost byl posuzovan parametr ,cyklus
rozmrazovani - zmrazovani“. Pfi kazdém obratu uvedeného cyklu dochazi ke snizeni mnoZstvi
prostaglandini o 8-9 % z jejich plvodniho mnoZstvi v KVV.

Sledované aldehydy se oproti 8-iso PGF,,, PGD, a PGE, daji oznacit za stabilni latky
v prostfedi KVV (vodné prostfedi s pH pohybujici se v intervalu 6-8) a pouzité mobilni faze za
laboratorni teploty. Pri teploté 25 °C v obou matrici byl po Sesti dnech zaznamenan ubytek MDA do
6,3+2,1 % a HNE do 11,4 +2,3% z pGvodniho mnoistvi latky ve vzorku. Jako vhodnou skladovaci
teplotu Ize pouzit - 20°C po dobu nepresahujici jeden mésic u obou latek (rozpad 10,4 * 3,5% latek,
po 3 meésicich skladovani okolo 30,3 + 4,6 % latek) a teplotu -80 °C na dobu presahujici i 90 dnl (po
90 dnech zaznamenan ubytek 10,6 £ 2,1 % MDA a 14,3 + 3,6 % HNE). Cyklus rozmrazeni-zmrazeni se
vyraznéji nepromitl do stability latek (po péti cyklech ubylo 9,1 + 3,1% MDA a 13,4 + 3,6 % HNE).

5.4.1 Klinicka studie

Hladiny markerd oxidativniho stresu jedincll s azbestovou/nebo silikdzou (120 jedincl s
diagndzou azbestdzy nebo silikdzy, vék 68 + 8, primérna doba plsobeni azbestu, nebo kiemiku 25 +
6 let) byly srovnany s jedinci po expozici dioxiny (vék 69 + 5 let) a s kontrolni skupinou (103 jedincd,
vék 65 + 7 let). Mezi jednotlivymi skupinami byly prokazany statisticky vyznamné rozdily pro vsechny
sledované biomarkery oxidativniho stresu. Hladina 8-iso PGF,, byla pro pacienty s azbestovou/nebo
silikbnovou expozici 63,7 + 10,6 pg/ml KVV, pro PGD, 55 + 11,5 pg/ml KVV, pro PGE, 61 + 12,2 pg/ml
KVV pro MDA 3,1+ 0,6 ng/ml KVV a pro HNE 11,2 + 2,1 ng/ml KVV. U osob s expozici dioxinu byly
ziskany nasledujici hodnoty: pro 8-iso PGF ,, 50 + 12,8 pg/ml KVV, pro PGD, 72 + 11,4 pg/ml KVV, pro
PGE, 85 + 7,8 pg/ml KVV pro MDA 4,0 + 0,5 ng/ml KVV a pro HNE 33 + 2,6 ng/ml U zdravych jedinct
byly detekovany koncentrace pro 8-iso PGF ,, pohybujici se v intervalu 37,6 + 13,6 pg/ml KVV, pro
PGD, 21 + 1,4 pg/ml KVV,pro PGE, 45 + 6,4 pg/ml KVV, pro MDA 1,5 + 0,8 ng/ml KVV a HNE 6,6 + 1,6
ng/ml KVV.
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6 Zaveér

Pfedkladana prace je orientovana do oblasti medicinalni diagnostiky a zabyva se vyvojem
metodiky stanoveni dlleZitych markerd plicnich onemocnéni. V rdmci experimentalni ¢innosti byla
vyvinuta metoda pro detekci a kvantifikaci prostaglandinu E, a D,, 8-iso-PGF,,, 4-hydroxynonenalu a
malondialdehydu jako potencidlnich biomarker( plicnich onemocnéni v kondenzatu vydechovaného
vzduchu. Stanoveni jejich koncentracnich hladin v matrici KVV umoZziiuje neinvazivné monitorovat
déje odehravajici se bezprostfedné v plicich a dychacich cestdch nezavisle na procesech probihajicich
v celém organismu, jak je tomu pfFi stanoveni téchto latek v krevni plazmé nebo moci.

Ackoliv v nedavné dobé byla vyvinuta fada metod pro jejich stanoveni v KVV a byla prokazana
moznost diferencidlni diagnostiky oxidativniho stresu, neexistuje do soucasnosti standardizovany
postup pro stanoveni jejich koncentracnich hladin.

Princip vyvinuté metody spocivd na kombinaci vhodné extrakéni techniky (SPE,
imunoseparace) s vysoce selektivni a presnou detekéni metodou hmotnostni spektrometrie.

Jako zvolené extrakcni techniky byly pouZivany imunoafinitni extrakce a extrakce na pevné
fazi. Jednotlivé separacni techniky se lisi specifitou k danému analytu. Nejvyssi selektivitou se
vyznacuje imunoseparace zaloZzend na reakci antigenu s pftislusnou protilatkou. PF¥i vyuZiti SPE je
daleko vétsi dlraz kladen na samotnou analytickou metodu, kterou zde byla kapalinova
chromatografie spojend s hmotnostnim spektrometrem. Detekce 8-iso PGF,, byla jesté ztizena
moznym ovlivnénim vysledku biologicky aktivnimi diastereomery pfitomnymi v KVV. Za poufziti
vhodné kolony a mobilni faze se podafril i tento problém Uspésné vyresit.

Vyvinutou analytickou metodu lze charakterizovat nizkymi limity detekce a kvantifikace,
nizkou chybou stanoveni, vysokou presnosti a vysokou selektivitou.

Vyvinutd metoda pro detekci biomarkerd v KVV byla testovana na klinickych vzorcich, kde
byla prokdazana moznost pouZziti této metody v klinické praxi. Byl prokazan statisticky vyznamny rozdil
mezi korelaci hladiny biomarkerli a poskozenim dychacich cest a plic. Tuto metodu lze
charakterizovat jako zcela neinvazivni pro diagnostiku oxidativniho stresu.
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