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Anotace

Predkladand prace se zabyva problematikou obtizné¢ léCitelného astmatu (OLA).
V ramci prace byla vytvofena metodika na bazi molekularni diagnostiky z matrice,
kondenzatu vydechované¢ho vzduchu (KVV), umoznujici nejen diagnostiku OLA, ale zaroven
podle ni Ize odd¢lit ostatni fenotypy astmatu. Stavajici molekularni diagnostika zalozena na
biomarkerech znamych jako cysteinylované leukotrieny byla rozSifena o antiastmaticky
pusobici lipoxiny, jejichz receptory mohou znamenat zajimavy cil pro potencidlni nova
farmaka s antiastmatickym G¢inkem. Vyvinuta metodika byla pouzita v klinické studii, ¢imz
byla potvrzena moznost jeji aplikovatelnosti i s ohledem na fenotypizaci astmatu.

Zaroven byla provedena studie zabyvajici se stanoveni serotoninu v KVV s cilem
posoudit pozitivni ovlivnéni OLA antidepresivy ze skupiny SSRI (selective serotonine re-
uptake inhibitors). V KVV byly zjistény vysoké hladiny serotoninu, coz je v kontradikci k
pivodnimu predpokladu. Soucasné se tak nabizi hypotéza, Ze OLA patrné¢ funguje na
odliSnych molekularnich principech, které jsou patrné divodem terapeutické netcinnosti

béZné pouzivanych l1éciv.
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Abstract

This work deals with the issue of difficult to treat asthma (DTA). As a part of this work,
a methodology was created, which was based on molecular diagnostics of a matrix - exhaled
breath condensate (EBC). This methodology does not only allow the diagnostics of DTA, but
it can also be used for the separation of other asthma phenotypes. Existing molecular
diagnostics which is based on biomarkers called cysteinyl leukotrienes has been extended by
lipoxines which function as anti-asthmatics. The lipoxin receptors may represent an
interesting potential target for new drugs with anti-asthmatic effect. The developed
methodology was applied in a clinical trial, which confirmed the possibility of its applicability
also for the phenotypisation of asthma.

A study focused on determining serotonin in the EBC was also conducted. The aim of
this study was to assess the positive effects of the SSRI (selective serotonin re-uptake
inhibitors) antidepressants on DTA. High levels of serotonin were detected in EBC, which is
in contradiction to the initial assumption. Simultaneously, a hypothesis is provided that DTA
probably works on different molecular principles. This would probably be the reason, why

commonly used drugs for the DTA therapy are inefficient.
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SEZNAM POUZITYCH ODBORNYCH ZKRATEK

5-HT serotonin

5-L0 5-lipoxygenaza

12-LO 12-lipoxygenaza

6MWT Sestiminutovy test chiizi

ALF vystelkova tekutina

ASA acetylsalicylova kyselina

BAL bronchoalveolarni lavaz

BFFB bronchidlni tekutinovy film

CT pocitacova tomografie

CysLTs cysteinylované leukotrieny

eNose elektronicky nos

ESWT Sestiminutovy vytrvalostni clunkovy test chiizi
FeNO frak¢ni exkrece oxidu dusnatého

FEV1 usilovné vydechnuty objem za 1 sekundu
GIT gastrointestinalni trakt

HMDB The Human Metabolome Database
HPLC vysokoucinna kapalinové chromatografie
ISWT stupiiovany ¢lunkovy test chiizi

KVV kondenzat vydechovaného vzduchu
LC-MS kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
LTA, leukotrien A4

LTB, leukotrien By

LTB,-dq [6, 7, 14,15-°H,] leukotrien B,

LTC, leukotrien C,

LTCy4-ds [19,19,20,20,20 ?Hs] leukotrien C,
LTD, leukotrien Dq4

LTD4-ds [19, 19, 20,20,20 ?Hs] leukotrien D,
LTE4 leukotrien E4

LTE4-ds [19, 19, 20,20,20 ?Hs] leukotrien E,

LTs leukotrieny

LXA, lipoxin Ay

LXB, lipoxin By

LXs lipoxiny

OLA obtizn¢ 1éc¢itelné astma

PEF vrcholova vydechova rychlost

SatO; saturace krve kyslikem

SRM Selected Reaction Monitoring

SSRI selective serotonin re-uptake inhibitors
VOCs tékavé organické latky

TSDA Two Sample Differential Analysis



1. UVOD

Predkladana prace se zabyva onemocnénim, které se obvykle oznacuje jako bronchialni astma.
Toto onemocnéni je zndmo velmi dlouho a na Grovni jeho diagnostiky a terapie bylo u¢inéno mnohé.
Z tohoto duvodu je tato oblast v povédomi jak laické, tak i profesni vefejnosti povazovana za
farmakoterapeuticky zvladnutou, nebot’ v soucasné dob¢ existuje velké mnozstvim ptipravka, které
nabizeji fadu alternativ pro ,,farmakoterapeuticky navrat* k vicemén¢ normalni kvalité zivota. Vzdyt
na piikladu desetibojafe TomaSe Dvotdka lze demonstrovat, Ze astmatik je schopen vyhrat i
nepravem piehlizeno a pouze odborna Cast vefejnosti vnima neustdle se zvySujici incidenci tohoto
onemocnéni, klesajici v€k prvniho astmatického zachvatu, obrovské c¢astky plynouci na
farmakoterapeutické zvladnuti tohoto chronického onemocnéni a nepiiznivé odhady jeho budouciho
vyvoje. Za tim vSim stoji neustdle se zhorSujici kvalita zivotniho prostfedi, riist poctu alergent,
snizujici se obranyschopnost organismu atd. V kazdém piipadé je k dne$nimu datu Svétovou
zdravotnickou organizaci registrovano 300 miliont lidi trpicich bronchialnim astmatem.

Pokud se podivame na statistiky Svétové zdravotnické organizace, zjistime, Ze bronchialni
astma je mozné zvladnout v 95 — 97% diagnostikovanych piipadech, coz je jisté¢ skvela vizitka pro
zdravotnictvi a farmaceuticky prumysl. Kdo vsak je téch zbylych 3 — 5 procent pacientt, kteti na
farmakoterapii nereaguji. Celosvétovy pocet téchto nemocnych je 9 — 15 miliéond, coz je pocet, ktery je
srovnatelny s poétem obyvatel Ceské republiky v té minimalistické hodnoté, az byvalého
Ceskoslovenska. Tito pacienti jsou oznatovani jako obtizné lécitelni astmatici (OLA), protoze
nereaguji na zadnou existujici farmakoterapii, ani na tu nejrazantnéjsi (kortikoidni 1é¢bu). Z toho
divodu je pro né navrat k ,,plnohodnotnému‘ Zivotu Casto nedosazitelnym cilem. Pokud se dale
podivame do statistik, byt méné duvéryhodnych, nez jsou ty vytvoiené Svétovou zdravotnickou
organizaci, zjistime, ze jeden z nejhorSich pocit, které v zivoté muze nastat, je pocit nedostatku
vzduchu (resp. kysliku). Tento pocit pak charakterizujeme slovem dusSeni. Obtizné 1é€itelny astmatik
se Ve své podstaté dusi cely zivot a ma jen malou nadéji na zlepSeni, kterého lze dosdhnout pouze
nalezenim nového Iéku. Na druhou stranu, pokud se na tuto skute¢nost podivame prizmatem 95 — 97%
uspeésné léCenych, zjistime, ze OLA je vlastné neexistujicim problémem.

Predkladana prace se zabyva prave touto skupinou pacientll a snazi se nalézt rozdil, ktery
odliSuje OLA od dalsich fenotypti astmatikd. Zjistuje, zda je mozné OLA pacienty jiZ v ramci
diagnostiky odlisit, a v neposledni fadé se snazi zjistit, pro¢ se velice Casto po predepsani antidepresiv
OLA pacienttim jejich klinicky obraz zlepsi. V ramci predklddané prace se pokusim na vsechny tyto

otazky odpovedét.



2. LITERARNI CAST

2.1 Bronchialni astma

Bronchialni astma (latinsky asthma bronchiale) znamé také jako pruduskové astma je chronické
zanétlivé onemocnéni dychacich cest. Mezi nejCastéjs$i projevy onemocnéni patii zejména zachvaty
dusSnosti s intervaly normalniho dychani, coz byva nejcastéji vyvolano zizenim hyperreaktivnich
bronchd [13, 27]. Pro mnoho lidi astma znamena poruchu, pii které jsou charakteristické zejména
nepiijemné ,,piskoty”. Ve skutecnosti jsou vSak tyto piskoty pravdépodobné nejziejméjsim projevem
poruchy, na které se ucastni vétSina organismu. U postizeného ¢lovéka pak dochéazi k poceni, unavé,
sttevnim poruchdm, zavratim a bolestem na hrudi. Hlavni pfi¢inou je stazeni dychacich cest a
preruSeni piistupu vzduchu do plic. U asi poloviny piipadl astmatu je bezprostfedni pti¢inou stahu
dychacich cest a nadmérné sekrece hlenu alergicka reakce, pfiCemz povaha alergenu mtize byt velice
ruzna. Asi 30% dospélych a az 80% déti s astmatem vykazuje pfiznaky nemocnéni po expozici

vykaliim rozto¢u zijicich v domacim prachu [12, 27].

2.1.1 Obtizné lécitelné astma (OLA)

V soucasné dob€ na svété zije ptiblizné 350 milionu lidi trpicich astmatem (cca 5% lidi) [13].
Diky pokroku farmakologického vyzkumu se podatilo zavést do klinické praxe Siroky vybér uc¢innych
1€k, které vétSin€é nemocnych trpicich bronchialnim astmatem umoziuji velmi dobrou nebo dokonce
uplnou kontrolu nad nemoci. Navzdory tomu ale stale existuji nemocni, ktefi pies adekvatni 1écbu trpi
kazdodennimi astmatickymi obtizemi. V tomto ptipad€ se jednd o tzv. obtizn¢ l€Citelné astmatiky
OLA (anglicky Difficult to treat asthma (DTA)). Do této skupiny spadaji jednak lidé, jejichz rezistence
k 16¢bé je zpuisobena $patnou diagndzou, ptipadné Spatné zvolenou lé¢bou, nebo lidé, jejichz 1é¢ba je
komplikovana jinou nemoci, nebo lid¢, na které nezabira zadna z doposud znamych lécebnych metod.

Téchto naposledy zminénych obtizné 1éCitelnych astmatikli (nezabira na n¢ zadna ze znamych
1éceb) je ptiblizneé 5% (17,5 milionu lidi) a miizeme u nich pozorovat intenzivni kazdodenni obtize
S vyraznym omezenim jejich denni aktivity a naruSenim kvality spanku a to i pfesto, ze dobie
spolupracuji, dodrzuji veskera rezimova opatieni a jsou léCeni nejmodernéjSimi 1é¢ebnymi postupy.
Tito astmatici vybocuji intenzitou svych obtizi ze skupiny pacientll, které 1ze klasifikovat jako tézké
astmatiky, ptipadn¢ astmatiky trpici nekontrolovatelnym astmatem, a je proto u nich nutné zavést

specificky diagnosticky i 1écebny postup [20].



2.2 Dychani [11, 27]

Lidé netrpici zddnymi dychacimi obtizemi dychaji vzduch, ktery ptichazi do plic dychacimi
cestami — tracheou (prudusnici) a bronchy (praduskami). Pti vdechu se vzduch nasava do plic, které
obsahuji ptiblizné¢ 300 miliont alveold (plicnich sklipkll). Alveoly jsou obklopeny velice tenkou
sténou, coz umoziuje, aby kyslik velmi rychle a pfi kazdém vdechu piechazel sténami alveolt do
krve. Soucasné se oxid uhli¢ity (metabolit ¢innosti bunék) dostava z krve opaénym smérem tj. pies
stény alveoll do dychacich cest a ven z téla pti kazdém vydechu [14].

Struktura nosu a jeho hlenové pokryti (vazkym hlenem) na sliznicich zpasobuje, Ze vétSina
pevnych ¢astic ze vzduchu je zde odfiltrovana. Kdyz vSak ¢lovek nékolikrat opakované vdechne usty
nebo kdyZ je ve vzduchu ¢astic mnoho, nékteré z nich se dostanou az do plic.

Dychaci cesty maji senzorické i motorické nervy; senzorické nervy jsou pevnymi casticemi
drazdény, coz vede k rychlému, explozivnimu vydechu, ktery se nazyva kasel (pouze v ptipadé, Ze je
vyvolan pruduskami) nebo kychnuti (pouze v ptipadé, Ze je vyvolan nosem). Obéma zminénymi
zpusoby pak ¢lovek vypuzuje cizi ¢astice do okolniho vzduchu.

Svalové buiky jsou ptitomny v celé trachee a bronsich. Motorické nervy, které tyto svaly
ovladaji, uvoliiuji acetylcholin. Acetylcholin zpisobuje stahy svalovych bunék, zazeni dychacich cest
a produkci hlenu, ktera vede k zachyceni bakterii, malého hmyzu a ¢asteCek prachu, a brani jim tak
v proniknuti do plic, kde by mohly zptisobit poskozeni jemné stény plicnich sklipkti. Dychaci cesty
jsou dale vystlany bunkami s jemnymi vlasky (ciliemi), které trvale posunuji hlen a hlenem zachycené

castice do ust a nosu, kde pak dochazi k jejich odstranéni kychnutim, polknutim nebo plivnutim.

nosni dutina

nosohitan

¢ipek
hrtanova
pfiklopka
prava plice \ e hrtan
pradudnice

——— priduska

— prudusky

(vétveni)

——leva plice

branice

Obrazek 1 - Dychaci soustava [11]



Pfi astmatu se svalové bunky dychacich cest stahuji nadmérné, ¢asto dochazi i ke zvySené
sekreci hlenu, ktery je u nemocnych s astmatem abnormalné vazky a husty, coz mulze vést az
k zablokovani dychacich cest. Svalové kontrakce a tvorba hlenu jsou Casto zvySeny pii plicnich
infekcich, v jinych piipadech vSak mohou byt vyvolany napt. alergiemi, stresem nebo uzkosti (k tomu
pak dochazi zejména u déti a dospivajicich). Zuzeni dychacich cest omezuje piisun vzduchu
(tj. kysliku do plic) a u nemocnych se projevi obtiznym dychanim, piskotem a kaslem. V extrémnich
ptipadech mize zejména kvuli ucpani dychacich cest hlenovymi zatkami dojit az k smrti pacienta
zaduSenim. Tomuto lze pfedejit pouze véasny odblokovanim zGzeni dychacich cest. Nékdy je
zapotiebi umélého dychani a téZce nemocni pacienti se umistuji na plicni ventilator; takovy postup

milZe nemocnym zachranit zivot.

2.3 Chronické astma

Pokud je nemocny vystaven cizim alergentim po del$i dobu, mohou nastat dvé komplikace,
které znacné€ 1éCbu astmatu ztézuji.

Prvni z nich je zanét tkani pradusek, pii kterém se rozsifi krevni cévy a tekutina pronika do
tkanég, coz jesté vice zuzuje dychaci cesty. Druhym problémem je pak to, Zze v disledku zanétu se
stanou svalové buiiky hyperreaktivnimi na pfirozené slouceniny — mediatory, které vyvolavaji stahy
svall. Tim padem se bézné podavané léky, které maji branit svalovym stahiim a rozsifovat tak dychaci
cesty, stavaji méné¢ uCinnymi. Tato hyperreaktivita také zplisobuje, Ze nemocni astmatem zacnou
mnohem vice nez ostatni lidé reagovat na vlivy, jako je stres, namaha nebo dychani studeného
vzduchu, coz miize vyvolat astmaticky zachvat (u Ctyf zpéti astmatikii dojde k astmatickému

zachvatu, kdyz cvic¢i v chladném a suchém vzduchu) [11, 21].

2.4 Faze astmatu

U mnohych nemocnych Ize po kazdém vystaveni spoustécimu podnétu zaznamenat jak akutni,
tak i chronickou fazi astmatu.

Inicialni faze (neboli ¢asna faze astmatu) spociva zejména v pouhé kontrakci dychacich cest a
v sekreci hlenu. Tato faze obvykle trva v fadech minut. V priméru obtize dosahuji vrcholu po patnacti
minutach a vrchol odezniva nejpozdéji do devadesati minut. Tato prvni fize se nejCastéji 1€Ci
stimulanty PB-receptorti, xantiny a anticholinergnimi léky. Po Casné fazi astmatu nastava dalsi,
zanétliva faze. K této fazi dochazi az po nékolika hodinach, ale muze trvat cely den (nebo i déle).
Béhem této faze jsou dychaci cesty nemocného mnohem citlivéjsi nez obvykle, coz miize byt pricinou

toho, pro¢ jsou nemocni po pocateéni nezvladnuté epizodé v nadchazejicich dnech mnohem
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nachylngj$i k dal§im astmatickym zachvatim. Z toho divodu se postizenym ve dnech nasledujicich
bezprostiedné po zachvatu doporucuje vyhybat se v§em podnétl, které by mohly jejich astma zhorsit.
Zangtlivé fazi astmatu lze predev§im zabranit podavanim steroidii nebo kromoglykanu [13]. Faze
astmatu a biochemické pochody s vybranymi molekulami typickymi pro jednotlivé faze jsou

znazornény na obrazku 2.
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Obrazek 2 - Molekularni baze fazi bronchialniho astmatu [25]

2.5 Diagnostika

Termin diagndza oznacuje vymezeni ptipadné urceni nezddouciho stavu (choroby). Obvykle
vychazi z pozorovatelnych symptomu (pfiznaki) a jejim ucelem je najit pri¢inu tohoto stavu [26].

Prvnim ¢lovékem, ktery si uvédomil ,,vyznam diagnézy*, byl zhruba pted 2 500 lety filosof
Hippokrates z Kosu (460 — 377 pt. n. L.). Pravé on pronesl vétu: ,,Jediné spravna diagnéza mize vést
ke spravné terapii.“ Tento vyrok pak nejen shrnuje podstatu diagnozy, ale zaroven upozoriiuje na

dilezitost spravné diagnozy v procesu 1éCby nemoci. Je nutné si uvédomit, ze bez spravné diagnozy



neni mozné zahajit efektivni 1é¢bu a zaroven pokud je diagnoza stanovena chybné, mize dojit i
k nespravné 1é¢be, ktera nasledné muze mit negativni vliv na zdravi pacienta [26].

UZ v dobé Paracelsa (16. stoleti) si 1ékafi zacali v§imat souvislosti nékterych zmén jako napft.
barvy, zapachu a chuti moce se zdravotnim stavem pacientli. Tak byla podle sladké moce
diagnostikovana cukrovka (diabetes mellitus) jiz ve stfedov€ku, jeSté pred tim, nez byla
V devatenactém stoleti s rozvojem piirodnich véd potvrzena chemickou analyzou a nez byla poznana
jeji podstata [26]. Diagndza na zakladé pozorovani v8ak neni pouze metodou stiedovéku. T v dnesni
dob¢ jsme schopni néktera onemocnéni urcit jen pomoci nasich smysli. V piipadé cukrovky (diabetes
mellitus) mizeme nelécené diabetiky bezpeéné poznat podle zapachu acetonu. Aceton v tomto piipadé
funguje jako biomarker onemocnéni diabetem (inzulin umoznuje vstup glukdzy do bunék, a tak télo
nelécené¢ho diabetika trpi nedostatkem energie v buiikach, ktery se snazi kompenzovat rozkladem
tuki, kdy jako metabolity vznikaji ketolatky (napt. aceton)).

Diagnostika se v minulosti vyvijela s vyuzivanim empirického ptistupu. V toku véka se tak
sbiraly a preddvaly informace, nejprve ustné a s postupujicim vyvojem pisemné, a byly zaloZzeny na
popsané zkuSenosti. V dnesni dob€ je medicinalni diagnostika samostatnou védni disciplinou, ktera
vyuziva celou fadu biochemickych standardizovanych postupd, stejné jako vysledky fyzikalnich
metod a to hlavné zobrazovacich (pocitacova tomagrofie (CT), zobrazovaci magmetickd resonance
(MRI), ultrazvukové vySetieni (SONO). V soucasné dobé je medicinalni diagnostika velmi uzce
spojena s molekularni diagnostikou, ktera se zabyva stanovenim nemoci na molekularni trovni.

Poprvé se v§ak o moznosti vyuziti molekularni diagnostiky zacalo uvazovat az v druhé poloviné
dvacatého stoleti a lze fict, ze jeji vyvoj pokracuje az do soucasnosti. Jednou z nejvyrazngjSich postav
pocatktt moderni molekularni diagnostiky pak byl americky védec a drZitel Nobelovy ceny (1965),
Richard Phillips Feynman, (11. 5. 1918 — 15. 2. 1988). Ten na vyznam a zejména pak na budoucnost
,hanosvéta (svéta molekul)” a tedy i molekularni diagnostiky upozornil v roce 1959 svou piednaskou
snazvem ,,Tam dole je spousta mista“ (There's Plenty of Room at the Bottom), ktera mimo jiné
pfedznamenavala vyvoj nanotechnologii se v§emi klady i zapory [7].

Pri 1é¢b€ je nutné v prvni fadé vCas zachytit chorobu pomoci analyzy vhodnych biochemickych
ukazateld (biomarkertl). Nasledné je nutné stanovit resp. upfesnit diagndzu pacienta a zvolit optimalni
1écbu [26].

Molekularni diagnostika pak predstavuje velky pokrok zejména v tom sméru, Ze je mozné na

zakladé nékterych biomarkerd efektivnéji pozorovat a stanovovat pravy ptvod onemocnéni, a tim

padem i zvolit nejvhodnéjsi 1écbu piipadné i piedejit samotnému vzniku onemocnéni.



Obrizek 3 - Laboratoi molekularni diagnostiky VSCHT Praha [34]

2.6 Fosfolipidova dvouvrstva — zdroj autakeoidi a jejich vyznam v
diagnostice

2.6.1 Lipidy

Lipidy jsou pfirodni latky Zivoéisného i rostlinného ptivodu. Vyskytuji se jak v pevném, tak i
kapalném skupenstvi. Chemicky se jednd o estery vysSich karboxylovych kyselin (nasycenych i
nenasycenych). Presnéji feceno se jedna o derivaty mastnych kyselin jednosytného nebo trojsytného
alkoholu [17].

Prestoze jsou lipidy funkéné i chemicky navzajem velmi rtiznorodé latky, jejich spole¢nou
charakteristickou vlastnosti je hydrofobnost (jedna se o nepolarni slouceniny tj. latky, které jsou
nerozpustné ve vod¢, ale naopak je 1ze rozpustit v mnoha organickych rozpoustédlech).

Lipidy v organismu velice ¢asto slouzi jako zdroj a zasoba energie. Zaroven casto plni
ochrannou a izolacni funkci a slouzi i jako rozpoustédlo nekterych lipofilnich latek -
predevsim vitamin.

Mnohé druhy lipidi jsou vSak vyznamné i z jinych hledisek, jako lipidova dvouvrstva jsou

soucasti bunéénych membran [23].

2.6.2 Fosfolipidy
Fosfolipidy patii mezi slozené lipidy obsahujici fosfor a jsou hlavni ¢asti vSech bunéénych

membran spolu s glykolipidy, cholesteroly a bilkovinami.
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Cast fosfolipidu je hydrofilni (polarni konec = jedni se napt. o fosfity), opacnd &ast
je hydrofobni (nepolarni, mastna). Ve vodnim prostfedi a vodnych roztocich se fosfolipidy stavi proti
sob¢ tak, Zze hydrofobni (ocasni) ¢asti jsou namifeny proti sobé. Timto vytvori
bimolekularni membranu, kterd je dtlezitd pro mnoho bunécnych struktur. Takovéto uspotradani
umoznuje spontanni prinik malych ¢astic (napf. lipozomt). VEtSi Castice jsou piepravovany skrz
membranu transportnim proteinem. Tato membrana je selektivné propustna a elasticka: dovoluje

prunik vSech potiebnych latek, ale zabranuje pruniku nékterych nezadoucich latek [17].

Obrazek 4 - Fosfolipidova dvouvrstva [33]

2.7 Léc¢ba astmatu

O léCeni astmatu se lidstvo pokousi uz od dob raného sttedovéku, avSak prvnim zndmym a
prokazanym Iékem se roku 1926 stal efedrin. Poprvé byl extrahovan z rostliny Ephedra sinica
(chvojnik ¢insky) Ko-Kui Chenem v roce 1923. Diky své efektivité se efedrin k 1é¢bé astmatu vyuziva
i v dnesni dobé [27].

Kolem roku 1930 se objevily prvni snahy o pfipravu syntetického efedrinu. Tyto pokusy byly
zpocatku neuspésné. O piipravu syntetického efedrinu se také pokousSel Ameri¢an Gordon Alles,
chemik z farmakologického tustavu University of California, jehoz pokusy vedly k vytvoteni
amfetaminu. Amfetamin byl poprvé pouzit v roce 1932 jako benzendrin, ktery lze pti 1é€bé astmatu
podavat inhalaci. Amfetamin se zacal také aplikovat pfi 1écbé obezity, protoze mezi jeho U€inky patii i
snizovani apetitu (anorekticky efekt). Dnes se uz v§ak pro tento ucel nevyuziva pro negativni vedlejsi
ucinky a navykovost [22, 27].

OH

Obriazek 5 - Efedrin
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NH

Obrazek 6 - Amfetamin

2.7.1 LéKy pro prevenci akutniho zachvatu astmatu
Léky pro prevenci akutniho zachvatu astmatu jsou léky, které uvoliuji dychaci cesty (uvolnuji
stah svalovych cest) a dale snizuji produkci hlenu. Uginky t&chto 1éki nastavaji pomérné rychle, diky
¢emuZ je mozné je vyuzit k prevenci, zastaveni nebo snizeni zavaznosti akutniho zachvatu astmatu.
Mezi léky pro prevenci akutniho zachvatu astmatu patfi zejména agonisté B-receptortt (P-
sympatomimetika), anticholinergika (napf. ipratropium) a z diive pouzivanych pak xantiny (napf.
kofein, theofylin a teobromin) [27, 29].

2.7.1.1 Agonisté B,-receptori

V souCasné dob¢ jsou agonisté Pp-receptorii povazovany za jedny z nejucinnéjSich 1€kt pfti
pfiznacich astmatu. Tyto latky jsou velmi podobné pfirozenym slouc¢enindm adrenalinu a
noradrenalinu a plsobi na B,-receptory. (Sympatické nervy uvoliiuji neurotransmiter noradrenalin,
ktery muze pusobit na dvé skupiny receptorti zvané alfa a beta. Kdyz noradrenalin puisobi na a-
receptory, dochazi ke stahu svalovin cév (periferni vazokonstrikce prostiednictvim oy receptori) a
naslednému zvyseni krevniho tlaku. Pfi pisobeni noradrenalinu na [;-receptory se naopak cévy
uvolnuji, ale zaroven zrychluji stahy srdce, dal§$im ucinkem ptisobeni na PB-receptor je mimo jiné i
uvolnéni svalt dychacich cest (B,-receptory) [15]. Kromé& uvolnéni svali dychacich cest se (-
receptory podileji na sniZzeni sekrece hlenu na sténach dychacich cest.

Ackoliv jsou agonisté P,-receptorti neucinnéj$imi a nejrozsifengj$imi léky k terapii astmatu,
maji ne¢které nevyhody. V prvni fad€ je nutné, aby pacienti neptekracovali doporucené davky, zejména
proto, ze pii vysokych davkach B-agonisté stimuluji receptory i jinde v téle (hlavné v srdci B,), coz
vede k porucham srde¢niho rytmu a vysokému krevnimu tlaku.

Druhou nevyhodou pak je skutecnost, ze pokud pacient s t¢zkym astmatem bere vysoké davky
B-agonisti po fadu let, dojde k adaptaci buné¢k dychacich cest a tyto bunky snizi pocet svych B,-
receptort. To mize vést k tomu, ze P-agonisté i adrenalin z vlastniho organismu ztrati schopnost
obrany proti u¢inkiim jinych chemickych mediatord, které se na astmatu podileji, coz miiZze paradoxné

vést K zhorSeni pacientova astmatu [27].
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2.7.1.2 Xantiny
Xantiny byly pravdépodobné mezi prvnimi farmaky Kk terapii astmatu. Do této skupiny

slou€enin spadaji mimo jiné kofein, theofylin a theobromin, z nichz pouze theofylin se v nékterych
pripadech uziva pro 1écbu astmatu i v dnesni dobg.

Podobné jako agonisté B-receptorti i xantiny uvoliiuji priidusky a da se jich pouzit k preruseni
astmatického zachvatu.

Xantiny vSak nejsou oblibenymi léky pro 1écbu astmatu, protoze vyvoldvaji celou fadu
vedlejSich ucinkl, mezi které napf. patii stimulace srdce a plsobeni na mozek, které je spojeno

s vyvolanim tfesu, uzkosti, drazdivosti a nespavosti [9, 27].

2.7.1.3 Anticholinergika

Nervy ovladajici dychaci systém uvoliiuji acetylcholin, ktery zpasobi stahy svaloviny dychacich
cest a zvysuje sekreci hlenu. Z toho divodu léky blokujici t€inky acetylcholinu, anticholinergika,
mohou c¢asto snizit vaznost astmatického zachvatu, zejména v ptipade, kdy byl tento zachvat vyvolan
chemickymi podnéty, namahou nebo stresem [27].

Mezi anticholinergika patfi napf. atropin, ktery sice miize byt v piipad€ léCeni astmatu Gcinny,
ale soucasné blokuje acetylcholinové receptory jinde v téle (nejen v pruduskach). To ma za nasledek
nezadouci projevy, véetné snizené sekrece slin a sucha v ustech, coz Casto vede k ztizeni pozivani
potravy. Dal§im nezadoucim uc¢inkem mize byt paralyzovani svalti zaostiujicich o¢ni ¢ocku, coz ma
za nasledek rozmazané vidéni. V neposledni fad€ mize atropin zpusobit ochabnuti svali stfev a
naslednou zacpu.

Pro tyto nezadoucim ucinky atropinu se zacaly vyvijet 1éky, jako ipratropium, ktery se bézné
pacientovi podava ve form¢ aerosolu. Sprej se inhaluje pfimo do dychacich cest a diky svému
chemickému sloZeni se ipratropium minimalné vstfebava do krve. Vyvolava proto mnohem méné

vedlejsich ucinkd nez jiné 1éky, které jsou podobné atropinu, nebo se podavaji v tabletach [8, 12].

2.7.2 LéKy uzivané p¥i chronickém astmatu

Léky uZzivané pfi chronickém astmatu se oproti 1ékim pro prevenci akutniho zachvatu pfilis
nehodi pro 1é¢bu astmaticky zachvati, ale na druhou stranu omezuji zanét v pruduskach. Timto pak
hlavné brani dalS$imu rozvoji astmatického zachvatu [29].

Mezi léky uzivané pii chronickém astmatu pak patii kromoglykan a steroidy.

2.7.2.1 Kromoglykan a nedocromil
Jak kromoglykan, tak nedocromil potlacuji pozdni, zanétlivou fazi astmatického zachvatu tim,

ze omezuji reakci prudusek na drazdivé podnéty.
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Nejcastéji pouzivanym lékem je kromyglykan sodny, ktery byva nejéastéji aplikovan ve spreji.
Kromoglykan sodny plsobi na bilé krvinky a zaroven na zirné buiiky a potlacuje v nich tvorbu
mediatord, které zplisobuji astmaticky zachvat. Zaroven zabraniuje nékterym mediatorim vyvolavat
stahy svall dychacich cest, ¢imz také predchazi vzniku astmatického zachvatu.

Kromoglykan také potlacuje aktivitu cholinergnich nervt, které vyvolavaji stahy svali
dychacich cest pti reflexni reakci na podrazdéni jejich stén [27, 29].

Kromoglykan je vice G¢inny pti 1é¢be déti nez dospélych.

2.7.2.2 Steroidy

Steroidy, které jsou piitomné v lidském téle, maji velmi vyrazny protizanétlivy uéinek. Z toho
divodu byla vyvinuta velkd tada ptibuznych latek, které se vyuZzivaji jako léky pii chronickych
zanétlivych onemocnénich, tedy i pii bronchialnim astmatu.

Pri 1é¢bé astmatu se nejcastéji vyuzivad beclomethason a betamethason, které kromé jiného
potlacuji tvorbu a uvoliiovani mediatori ze zirnych bunék [27].

Tyto steroidy se obvykle podavaji inhalacn€é (z inhaldtori nebo z rozprasovace), ¢imz se
maximalné zabranuje vétsin€ vedlejSich U¢inki, které jinak mohou nastat pii uzivani vysokych davek
steroidii peroralné. Pii inhalaci vSak mohou vyvolat chrapot a také dochazi k mistnimu potlaceni
imunitniho systému, coz vede ke zvySenému riziku infekce v krku a tstech.

Steroidy v dychacich cestach potlacuji zanét, snizuji sekreci hlenu a zvySuji pocty B-receptort
na svalovych buiikach, takze buiiky jsou pak citlivéjsi na uvoliujici ucinek B-agonistickych 1ékt.

V soucasné dob¢ se vSak nékteti 1€kafi snazi 1€cbé astmatu steroidy vyhnout, zejména kvili

vedlejsim Gc¢inkum (viz obrazek 7) [16].
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Obrazek 7 - Nezadouci ucinky steroidii [16]
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2.7.2.3 Antagonisté leukotrieni

Leukotrieny jsou slouceniny, které jsou mediatory produkované bilymi krvinkami a zirnymi
buitkami. Tyto latky jsou ptibuzné tuklim, které vyvolavaji silné stahy svalovych bunck v dychacich
cestach a podporuji tvorbu hlenu [9].

Mezi nejcastéjsi 1éky patii montelukast a zafirlukast. Oba tyto 1éky jsou antagonisty leukotrient
a brani tedy jejich ucinkiim na dychaci cesty. Nedovedou sice zastavit jiz probihajici astmaticky
zachvat, ale pokud se uzivaji denné, potlacuji zanét v dychacich cestach, snizuji tvorbu hlenu a
uvolnuji svalové buniky dychacich cest, ¢imz snizuji potfebu B-agonistickych 1€ki. Tyto 1€ky jsou pak
zejména ucinné u astmatu vyvolaného fyzickou namahou.
jelikoz maji podstatné mensi rozsah vedlejSich ucinkd. Dalsi vyhodou je to, Ze u nemocnych béhem
trvalého uzivani nedochazi k poklesu citlivosti na tento typ 1€k, jak se miZe stat pii uzivani nékterych

B-agonistu [27].

2.8 Diagnostika plicnich onemocnéni

Pro diagnostiku plicnich onemocnéni spojenych s chronickou bronchialni obstrukei je velmi
dilezité anamnéza. Na druhou stranu tyto onemocnéni nemaji mnoho specifickych znakt, a tak je
vzdy nutné kromé jiz zminéné anamnézy provést i funkéni vysetieni plic.

Bé&Zn¢ lze v praxi pouzit velké mnozstvi funkénich neinvazivnich diagnostickych metod. Jejich
nevyhodou je ale to, Ze ve vétSiné piipadd vyzaduji spolupraci a Usili pacienta, coz miize byt znacné
problematické, zejména pak pii vySetfovani malych déti a seniord. Stale vSak chybi diagnostické
metody, které by dokézaly ihned poskytnout jasnou a komplexni pfedstavu o charakteru zanétu
dychacich cest [20].

V soucasnosti se stavaji popularnimi nové se rozvijejici personalizované diagnostiky v oblasti
analyzy slozeni kondenzatu vydechovan¢ho vzduchu. V nékterych pfipadech je zde ale nutné pii
vysetfovani onemocnéni dychacich cest pouzit i invazivni diagnostiku (indukované sputum,

bronchoalveolarni lavaz, biopsie dychacich cest) [23].

2.8.1 Neinvazivni metody

2.8.1.1 Vrcholova vydechova rychlost
Meéfeni vrcholové vydechové rychlosti (anglicky peak expiratory flow rate, (PEF)) je metoda
vyuzivana K orientaénimu vySetieni funkce plic. Podstatou tohoto vySetieni je zméFeni nejvyssi mozné

rychlosti, které je pacient schopen dosahnout pfi prudkém vydechu. PEF je velmi jednoduchou
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metodou a jeji hlavni vyhodou je zejména to, Ze ji lze vyuZit k dlouhodobému sledovani funkce plic a
to i v domacim prostfedi pacienta. Naopak jeji nevyhodou je skutecnost, Ze ji neni mozné pouzit

k stanovovani plicniho objem ani k ziskavani pfesného piehledu o vydechovych rychlostech [6].

2.8.1.2 Spirometrie [4]

Spirometrie patii mezi zékladni vySetfeni funkce plic. Béhem spirometrie je méfen objem
nadechnutého a zejména pak vydechnutého vzduchu. Dale je pak mozné méfit rychlost, kterou je
vzduch nadechovén a vydechovan.

Jako ukazatel rychlosti (tato rychlost zavisi na priichodnosti dychacich cest) vydechu vzduchu
lze pouzit usilovné vydechnuty objem za 1 sekundu (FEV1). Hlavni nevyhodu této metody je to, Ze
neukazuje tzv. rezidualni objem (objem vzduchu, ktery pacientovi zlstane v plicich i po maximalnim
vydechu) a tim padem neni mozné uréit celkovou plicni kapacitu. Spirometrie sama o sob¢ poskytuje
pouze informaci o aktualnim stavu plic, a tak je pro celkové zhodnoceni plicniho stavu nutné ji doplnit
dalsimi vySetfenimi. Nevyhodou je také nutna aktivni ucast pacienta pii vySetieni, coz mize byt

problémem zejména béhem vysetieni déti, seniord a nespolupracujicich osob.

Obrazek 8 - Pacient pri spirometrickém
vySetieni [12]

2.8.1.3 Bronchomotorické testy

Na rozdil od spirometrie bronchomotorické testy poskytuji informaci o zméné funkce plic
bronchodilata¢nim nebo bronchokonstrikénim stimulem.

Bronchodilata¢ni test je vyuzivan hlavné pii z(zeni dychacich cest, které bylo zjisténo béhem
spirometrického vySetieni. Pii bronchodilataénim testu je pacientovi podan bronchodilataéni 1ék
(inhala¢né salbutamol tj. B,-sympatomimetikum, 30 minut) a nasledné se zjistuje, zda se po poziti
ptipravku spirometricky parametr FEV1 zlepsil o vice nez 12 % a soucasné¢ o 200 ml. Pokud je
vysledek bronchodilata¢niho testu pozitivni, znamena to prokazani reverzibility bronchidlni obstrukce.
Toto je typické zejména pro bronchialni astma [13].

Bronchoprovoka¢nim testem je mozné u pacienta zjistit zvysenou priaduskovou reaktivitu po

inhalaci bronchokonstrikéné ptsobicich latek (histamin, metacholin, mannitol). Zatimco pacient tyto
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latky inhaluje, je zaroven provadéno spirometrické méteni, jehoz cilem je zjistit, jak velka davka nebo
koncentrace bronchoprovokacni latky zptsobi pokles parametru FEV1 pod 20 % oproti vstupni
hodnoté. Kromé bronchoprovokacnich testd je také mozné vyuzit provokace télesnou zatézi.
V soucasné dob&é se ktomuto uelu pouZiva pievazné nékolikaminutovy béh. Vyhodou
bronchoprovokacniho testu je to, ze s ohledem na kontraindikaci (snizeni FEV1 pod 60 %, znama
alergie na metacholin, histamin, respiracni infekt, nestabilni srde¢ni onemocnéni) se jedna o zcela

bezpecnou metodu a k t€zkému bronchospasmu dochazi zcela vyjimecné [13].

2.8.1.4 Elektronicky nos [18]

Elektronicky nos (eNose) je mozné vyuzit zejména k detekci nékterych organickych latek
obsazenych ve vydechovaném vzduchu (anglicky volatile organic compounds, (VOCs)). Mezi tyto
latky patii napt. aceton, etanol, isopren atd.

Vsechny tyto latky jsou nésledné rozpoznavany a uréovany pomoci vzoril za pouziti
elektronickych nosi (senzorovd pole na polymerni bazi) a kombinaci plynové chromatografie
S hmotnostni spektrometrii. Metoda dosud neni standardizovana pro klinickou praxi a dosud ani
neprokazala sviij pfinos v monitoraci nemoci dychacich cest ¢i v diferencidlni diagnostice téchto

nemoci.

2.8.1.5 Pulzni oxymetrie

Béhem pulzni oxymetrie dochézi k okyslicovani krve, k ¢emuz se vyuzivd malého kolicku
vybaveného zdrojem Cerveného svétla. VySetfeni pacienta probiha tak, Ze je na jeho prst (pfipadné na
usni laliicek) ptipevnén tento kolicek a podle prosviceni tkan€ je pak mozné odhadnout saturaci krve
kyslikem (SatO,) [31].

Nevyhodou pulzni oxymetrie je jeji omezené vyuziti ve chvili, kdy pacient trpi poruchami

periferniho nervstva nebo anemii.

2.8.1.6 DalSi metody funkéniho vySetieni plic

V diagnostice plicnich onemocnéni lze vyuzit fadu dalSich vySetfeni, ale vétSina téchto testd
podstatné vice zatéZuje pacienta. Mezi takové testy patii napi. body pletysmografie, ktera slouzi
k detailngj$imu vysetieni plicnich funkci. Touto metodou je mozné ziskat informaci o objemu vzduchu
zadrzeného v plicich, tedy informaci, kterou nelze zjistit pii spirometrii [4].

DalS§im pomérné€ casto vyuzivanym vysSetfenim je zméfeni transfer faktoru alveol kapilarni
membrany plicnich sklipkli pro oxid uhelnaty tzv. TLCO (plicni diftze). Pomoci tohoto vySetieni lze
urcit pocet funkénich plicnich sklipki [12].

K diagnostice plicnich onemocnéni je také mozné vyuzit terénni zatézové testy, které se

pouZivaji pfevazné k hodnoceni snaSeni zatéze a fyzické vykonnosti pacienta. V soucasné dobé patii
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mezi nejéastéji pouzivany zatézovy test tzv. Sestiminutovy test chuizi (anglicky 6 - minute walk test,
(6MWT)). Druhou moznosti je vytrvalostni ¢lunkovy test chuizi (anglicky endurance shuttle walk test,
(ESWT)). A poslednim z bézné vyuzivanych vySetfeni je stupnovany ¢lunkovy test chiizi (anglicky
incremental shuttle walk test, (ISWT)). VSechny tyto testy nabizeji adekvatni nahradu ke spirometrii,
na druhou stranu jsou vSak pro pacienta velmi naro¢né. Zaroven je vsak lze vyuzit k predikci dalsiho
vyvoje plicnich onemocnéni [31].

Do standardnich diagnostickych metod plicnich onemocnéni lze zafadit i skiagram hrudniku,
diky kterému je mozné ziskat orientacni ptehled nitrohrudnich patologii. Rozhodujici diagnostickou

metodou je ale az poéitacova tomografie (CT) [29].

2.8.2 Invazivni metody

2.8.2.1 Bronchoalveolarni lavaz

Bronchoalveolarni lavaz (BAL) je zalozena na aplikaci fyziologického roztoku do pacientovych
dychacich cest. Bézn¢ se fyziologicky roztok podava v mnozstvi 100 — 200 ml. Cilem této metody je
ziskani tekutiny obsahujici bunééné i nebunééné slozky z perifernich dychacich cest a alveoli, ¢ehoz
lze dosahnout zpétnou aspiraci. BAL je v diagnostice zasadni metodou zejména pro zjisténi a 1é¢bu
onemocnéni spojenych s plicni fibrozou. Nevyhodou této metody je podobné jako u indukovaného
sputa skutecnost, ze pfi jejim pouziti je mozné uméle vyvolat zanét plic a byva proto pacienty $patné

snasena [10].

2.8.2.2 Indukované sputum

Indukované sputum patii mezi invazivni metody jen zEasti. Principem této metody je inhalace
hypertonického roztoku chloridu sodného ve formé aerosolu. Tento aerosol je produkovan
ultrazvukovym nebulizatorem, ktery zptisobuje tvorbu sputa (hlenu). Sputum je nasledné vykaslavano
pacientem. Indukce sputa vSak neni bez rizika. Zejména pro pacienty S vyS$S§im stupném
hyperreaktivity pradusek je tato metoda nevhodna, protoze muize vést k navozeni bronchospasmu
(zGzeni pradusek bronchit) [6].

Indukované sputum je v bézné praxi vyuzivano jen velmi zifidka. Divodem jeho omezeného

vyuziti je velka naro¢nost na provedeni i nasledné preanalytické zpracovani odebraného vzorku.

2.8.3 Personalizované diagnostické metody

2.8.3.1 Vydechovany oxid dusnaty
Casto vyuzivanou diagnostickou metodou je méfeni mnozstvi vydechovaného oxidu dusnatého.
Hlavni vyhodu je to, Ze se jedna o neinvazivni metodu, kterou Ize prakticky libovolné opakovat.
Meéfteni mnozstvi vydechovaného oxidu dusnatého je vyuzivano ke zjisténi eozinofilniho zanétu

Vv dolnich dychacich cestach. Principem této metody je stanoveni vydechovaného oxidu dusnatého
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(anglicky fractional exhaled nitric oxide, (FeNO)) [5]. Zkratka FeNO, vyjadiuje produkci
vydechovaného NO zbronchti za ¢asovy usek. Oxid dusnaty je latkou, ktera ma velky vyznam
v patologii dychaciho systému. Obecné lze fict, ze nizké koncentrace NO jsou fyziologické, zatimco

jeho vysoké koncentrace jsou patologické.

Obrazek 9 - Pacient béhem FeNO vySetieni [12]

Oxid dusnaty je mozné oznacit jako biomarker, pomoci kterého lze detekovat a sledovat pribéh
eozinofilniho zanétu. Jeho stanoveni mize byt uzite¢né iV obtizné diferencialni diagnostice
chronického kasle a priduskového astmatu [30].

Hlavni nevyhodou FeNO je jeho nepiesnost, ke které dochazi zejména u kurdkl ¢i alergika.
Obecné plati, ze kutdci maji niz$i hodnoty FeNO a naopak alergici mivaji hodnoty tohoto biomarkeru

vyssi [32]. Hodnoty vydechovaného oxidu dusnatého (FeNO) u nelééenych nekutraku (viz tabulka 1).

Tabulka 1 — Hodnoty FeNO testu [30]

Hodnoty FeNO Diagnéza

< 25 ppb Normalni

25— 35 ppb Seda zona

3550 ppb velmi pravdépodobné
> 50 ppb pozitivni
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2.8.3.2 Kondenzat vydechovaného vzduchu

2.8.3.2.1 SloZeni kondenzdatu vydechovaného vzduchu

Kondenzat vydechovaného vzduchu KVV lze ziskat kondenzaci vydechovaného vzduchu.
KVV je bronchoalveolarni tekutina odrazejici déje, které se odehravaji v plicich a hlavné pak v
dychacich cestach. KVV obsahuje velké mnozstvi netékavych a vice nez 200 tekavych latek [10].
Hlavni slozkou KVV je vodni para, ve které lze dale najit mnohé anorganické slouceniny (mezi
nejéastéjsi patii oxid dusnaty, kyslik, dusik, a oxid uhli¢ity) a nékteré té¢kavé organické slouceniny
(alkoholy, uhlovodiky, karboxylové kyseliny, atd.) [25]. Zaroven ale obsahuje i mnozstvi netékavych
latek jako jsou aminokyseliny, peptidy, enzymy, prostanoidy a cytokiny, které jsou ve vydechovaném
vzduchu pfitomny ve form¢ aerosolu [24].

Dosud neni pfesné¢ znam mechanismus, kterym netékavé latky prechazi z pevné do plynné a
kapalné faze. Jedna z teorii pracuje s moznosti rozruseni bronchialniho tekutinového filmu. Aerosoly
jsou pak béhem dychani uvolnény z tekutinové vystelky a dostavaji do dychacich cest. Stazenim
bronchioll se tekutinova vystelka spoji, ale nasledné je opé€t rychle roztazena. Tim se soudrznost
tekutiny porusi a mize dojit k uvolnéni drobnych kapicek aerosolu (obrazek 10). Tento navrhovany
mechanismus je podpofen nékolika studiemi. Béhem téchto studii bylo navic experimentalné
prokazano, ze hlubsi dychani zvySuje pocet vydechovanych ¢astic, coz znamena, ze pocet

vydechovanych ¢astic zavisi na typu dychani [25, 28].

Naustek

Lamelarni
kondenzator

ventil
Sbérna nadobka

Chladici komurka

Obrazek 10 - Pristroj k odbéru KVV [25]
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Obrazek 11 - Popis vzniku aerosolu [25]

Hlavni podstatou metody zalozené na analyze KVV je zjisténi a urceni biomarkerti plicnich
onemocnéni. ZvySena hladina téchto biomarkert pak vétSinou upozoriiuje na probihajici patologicky

proces v dychacich cestach. [25, 28].

Obrazek 12 - Pacient béhem odbéru KVV [25]
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2.8.3.2.2 0Odbér kondenzdatu vydechovaného vzduchu

Pii odbéru kondenzatu vydechovaného vzduchu je pacientem vydechovany vzduch veden skrz
kondenzator, kde jsou zkapalnény vSechny kondenzujici slozky. Béhem celého odbéru je dulezité, aby
pacient po celou dobu dychal klidné¢ a pokud mozno pravidelné. Vydechovany vzduch prochézi
naustkem pfies jednocestny ventil do chladiciho boxu, ktery je uz pfedem vychlazen na teplotu -20 °C.
V tomto chladicim boxu se ziskana plynna faze a aerosolové Castice zkapalni a vznikld kapalina se
stale za nizké teploty shromazdi do sbérné nadobky [24]. Cely proces odbéru trva ptiblizné 7-12
minut. Celkové je nutné dosahnout objemu 120 litri vydechnutého vzduchu, ¢imz Ize ziskat 1-2 ml
kondenzatu. Takto ziskany kondenzat se nasledné vlozi do mikrozkumavky. Ke kondenzatu je poté
pridan deuterovany vnitini standard pro monitoring degradacnich procest. Timto zptisobem je ziskan

vzorek, ktery se skladuje pii — 80 °C [28].

2.8.3.2.3 Faktory ovlivitujici sloZeni kondenzdtu vydechovaného vzduchu

Slozeni KVV je ovliviiovano mnohymi faktory, z nichz vétSina zdsadné ovliviiuje skutecnost,
zdali je mozné dany vzorek opravdu pro analyzu pouzit, ¢i ne.

Prvnim z téchto faktorti je délka sbéru KVV, kdy doba, po kterou je KVV pacientovi odebiran
znaén¢ ovlivituje objem dechového kondenzatu. Z toho diivodu je nutné, aby doba odbéru KVV nikdy
neptekrocila 10 minut. Na druhou stranu doba sbéru nema zadny vliv na zménu pH nebo na
koncentraci peroxidu vodiku, dusiénani/dusitant, adenosint, 8-isoprostaglandinu F,, a
malondialdehydu ve vzorku KVV [24].

Dalsim faktorem je okolni vzduch obsahujici mnohé slouceniny, které mohou rozkladat nebo
mohou reagovat s latkami obsazenymi v kondenzatu (pozn. latky jsou pfitomny v koncentracich
pmol/ml — fmol/ml). Tyto reakce pak mohou dokonce vyrazné zménit celkové slozeni KVV.
Prikladem takovéto kontaminace muze byt oxid dusnaty obsazeny v okolnim vzduchu, ktery
v kondenzatu snizuje koncentraci peroxidu vodiku. Témto kontaminacim lze ale vcas ptedejit
pouzitim jednocestného ventilu. KVV je dale ovliviiovan vlhkosti a teplotou vydechovaného vzduchu,
které maji vliv na celkovy objem a pH KVV, ale naopak nemaji vliv na mnozstvi pfitomnych proteini
a dalsich latek.

Dale mtize kvalitu vzorki ovlivnit jejich uchovani a zpracovani. Pii skladovani vzorkt je velmi
dilezité, aby veskeré vzorky byly uchovavany za nizké teploty, protoze nekteré latky jsou termolabilni
(napt. leukotrieny, aldehydy, prostaglandiny) [25]. Doporucena teplota pro skladovani vzorktt KVV je
-80°C, protoze za této teploty lze predchazet rozkladu a in vitro zménam ve slozeni biomarkerd KVV.
Zaroven ale 1 opakované zmrazovani a rozmrazovani vzorki méa negativni vliv zejména na stabilitu
latek. Z toho diivodu je nutné pouzit deuterované standardy o zndmé koncentraci, aby se nejen zvysila
presnost kvantifikace, ale zaroven je pak mozné pozorovat veskeré zmény slozeni vzorki, ke kterym

muze v prubéhu celého procesu dochazet.
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slinami pacienta. Tyto sliny pak obsahuji velké mnozstvi biomarkerti (napi. leukotrieny B,), které
znemoznuj presnou analyzu vzorkd. Z toho diivodu je nutné vyuzivat pii odbéru tzv. lapac slin.
Kontaminaci slinami je mozné monitorovat stanovenim aktivity a-amylasy [24].

Slozeni KVV je ovlivnéno i jidlem a pitim pozitym pied odbérem KVV. Zejména kyselé, ale i
pH neutralni ndpoje mohou snizit hodnotu pH. Také pfi analyze nékterych medidtori, o kterych je
znamo, ze jsou obsazeny Vv jidle nebo piti (jedna se naptiklad o napoje obsahujici kofein, které mohou
ovlivnit vysledky pii méfeni hladiny adenosinu), je nutné vyhnout se jejich konzumaci i nékolik hodin
pied odbérem KVV [24].

Dalsim faktorem ovliviujici slozeni KVV je i koufeni, které ma vliv na hladiny nékterych
biomarkerd. Konkrétné lze fict, ze koufeni zvySuje koncentraci napt. 8-isoprostaglandinu F,,
leukotrienu B, a peroxidu vodiku, ale zaroven snizuje koncentraci latek jako je napft. interleukin-1p a

glutathion. Zaroven koufeni i snizuje hodnotu pH [25].

2.9 Biomarkery astmatu

V KVV je pritomna celd fada biomarkerd, i kdyz vétSina z téchto biomarkeri se v KVV
vyskytuje pouze ve stopovych koncentracich. Pfi analyze biomarkerti je nutné vzit v ivahu jejich
bunécny vznik a zaroven i ¢ast dychaci soustavy, ve které vznikaji [25].

Z téchto dvou lze snadngji uréit bunéény pivod, ktery je mozné odhadnout ze struktury
slouceniny. Naopak urcit pfesnou ¢ast dychaciho systému, ze které byl dany biomarker uvolnén,
predstavuje zasadni problém a ve vétSin€ ptipadi to ani nelze presné urcit [12].

Klinicky relevantni slouCeniny jsou ve vétSiné piipadi bud spojené s akutnim oxida¢nim
mechanismti a aktivuje celou fadu bunék. Pfi zadnétu je pak spusténa produkce mnoha specifickych
medidtori, mezi které patfi zejména derivaty kyseliny arachidonové a reaktivni formy dusiku. Dale
vV pribéhu zanétu také dochazi k exacerbacim (vzplanuti nemoci) vedoucim ke vzniku volnych

radikald nebo az k oxida¢nimu stresu [15].

2.9.1 Metabolity kyseliny arachidonové [25]

Kyselina arachidonova (cis-5,8,11,14-cikosatetraenova kyselina) je vicesytna mastna kyselina,
ktera je ptitomna ve fosfolipidovych bunéénych membranach a umoziuje vznik biomarkerd, které jsou
schopny regulovat zanétlivou odpovéd’. Mezi tyto biomarkery patii napf. tzv. eikosanoidy, konkrétné
prostanoidy, leukotrieny, isoprostany a lipoxiny (obrazek 13).

Prostanoidy, leukotrieny a isoprostany lze oznacit jako silné mediatory zanétu. Navic vSechny

tii zpusobuji vazokonstrikci nebo vazodilataci. Naproti tomu lipoxiny maji jako jediné protizanétlivy
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ucinek. Vsechny tyto latky pak vznikaji enzymaticky. Jedinou vyjimku tvoii isoprostany, které jsou
tvofeny neenzymatickou cestou. O lipoxinech a leukotrienech dale pojednava experimentalni ¢ast
prace (kapitoly 4.1. 2. - 4. 1. 3.).

Fosfolipidy

Fosfolipaza
.14 | oxidant
| Arachidonovi kyselina Ii Neenzyntlatlcka | oxidanty Isoprostany
cesta
Enzymaticka
cesta
Cyklooxygenaza Lipoxygenaza
Prostaglandiny Leukotrieny
Tromboxany Lipoxiny

Obrazek 13 - Schéma metabolismu kyseliny arachidonové v organismu [17]

2.9.2  Serotonin

Serotonin  (5-hydroxytryptamin, (5-HT)) je neurotransmiter nachazejici se primarné
Vv gastrointestinalnim traktu (GIT) a centralni nervové soustavé (CNS). V GIT serotonin reguluje
sttevni pohyby. V CNS se podili na regulaci nalady, chuti k jidlu, spanku, svalové kontrakce a
nekterych kognitivnich funkci veetné paméti a uceni. Je také pfitomen v krevnich destickach, kde se
podili na regulaci hemostazy [19].

Serotoninové neurony vznikaji ve hrbetni a stfedni casti jader mozkového kmene a v
terminalnich nervovych oblastech mozku jako je substantia nigra, hypothalamus, thalamus, oblast
amygdaly a hipokampu, caudate nucleu, caudate nucleu putamenu a nucleu accumbens, dale v

mozkové korové oblasti a mozecku (obrazek 14) [3].
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Obriazek 14 - Casti mozku [35]

5-HT hraje roli vadé patofyziologickych a neuropsychiatrickych poruch. Serotogenni latky
maji zésadni vyznam v neurofarmakologii. Geny kodujici rizné komponenty 5-HT systému jsou
studovany jako rizikové faktory deprese, schizofrenie, obsedantné-kompulzivni poruchy, agrese,

alkoholizmu, migrény a autismu [19].

HO

Obrazek 15 - Serotonin

5-HT vznikly na periferii nemize pusobit v CNS, jelikoZz neprostupuje hematoencefalickou
bariérou. Pii uvolnéni do synaptické $térbiny je velmi silné zpétné vychytavan a v cytosolu je
odbouravan enzymem monoamidooxidasou-A (MAO-A) a monoaminooxidasou-B (MAO-B). Proto
jsou mnoha I1é¢iva uzivana v psychiatrii zalozena na principu inhibice zpétného vychytavani
serotoninu nebo inhibice enzymu MAO. Do soucasné doby bylo objeveno 7 typl serotoninovych
receptord (5-HT receptory), jejichz prostrednictvim mohou reagovat halucinogenni latky (diethylamid
kyseliny lysergové =LSD, psylobicin) nebo euforianty ((+)-3, 4-metylenedioxyamfetamin nazyvany
extaze) [2].

Kromé nervového systému ptisobi serotonin i v dalSich mistech organismu. Je produkovan
v enterochromafinnich butikach stfeva a nasledné je ulozen do krevnich desti¢ek. M4 vazokonstrikéni i

vazodilatacni UCinky a pfi reakci s5-HT receptory v mozkovych cévach plsobi proti migréné.
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Serotoninovy systém je navic dulezity pro regulaci sttevni motility. Pti hyperstimulaci serotoninového
systému nejcastéji farmakochemickou cestou dochazi ke vzniku tzv. serotoninového syndromu, mezi
jehoz symptomy patii [1, 19]:

e Zmeény psychického stavu (azkost, zmatenost)

e Neurologické zmény (hyperreflexie, ztrata koordinace)

e QGastrointestinalni ptiznaky (prijem, zvraceni)

o Kardiovaskularni ptiznaky (tachykardie, hypertenze)

e Vegetativni symptomy (poceni, horecka)

2.9.2.1 Receptory serotoninu [3]

Serotoninergni  neurotransmise je zprostfedkovana interakci 5-HT s heterogennimi
receptorovymi podtypy, které se vyznacuji rozdily v molekuldrni struktuie, anatomické lokalizaci,
mechanismem transdukce signalu a farmakologickymi reakcemi na pfitomnost agonistii a antagonistd
receptort.

Dosud jiz bylo identifikovano sedm hlavnich tiid (obrazek 16) a minimaln¢ Sestnact
molekularné odliSnych receptorovych podtypt. Lze je rozdélit na autoreceptory a heteroreceptory.

Autoreceptory se nachazi na presynaptickych membranach nervovych bunék a slouzi jako
soucast zpétné vazby v pienosu signalu. Jsou citlivé pouze na ty neurotransmitery nebo hormony,
které se uvoliuji do neuronu, na jehoz membrané je dany receptor piitomen [21].

Heteroreceptory a také neserotogenni receptory, jsou presynaptické receptory, které reaguji na

neurotransmitery, neuromodulatory nebo neurohormony uvolnéné ze sousednich neuroni nebo bunék.

7 moZnvch interakei mezi 5-HT a receptory: [3]

5-HT, skupina: sklada se z 5-HTa, 5-HTyg, 5-HTp, 5-HT1e a 5-HT;g, které jsou typické svoji
vysokou afinitou k serotoninu. Serotoninova funkce je piedev§im regulovana 5-HTa, 5-HTg a 5-
HT,p autoreceptory. Autoreceptor 5-HT ;4 puisobi jako inhibitor vzniku akéniho potencialu po otevieni
draslikovych kanald. Prostfednictvim aktivace 5-HT g receptord, které jsou umistény na serotogennich
axonech, dochazi ke snizeni koncentrace extracelularniho serotoninu. Vlivem plsobeni 5-HTjp

autoreceptorl pitomnych v dendridech dochazi k autoinhibici serotoninu.

5-HT, skupina: 5-HT; jsou receptory spojené s G-proteiny, které v soucasné dobé zahrnuji tii
podtypy: 5-HT,a, 5-HT,s a 5-HT,c receptory. Tyto podtypy jsou piibuzné v jejich molekularni
struktufe, sekvenci aminokyselin a signalizacnich vlastnostech. 5-HT,o a 5-HT,c receptory jsou

v organizmu Siroce distribuované a ovliviuji funkce v CNS. Antagonismem 5-HT,s a5-HT,c
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receptorti pusobi néktera antipsychotika a antidepresanty. Reakce s 5-HT, receptory vyvolava

kardiovaskularni u¢inky zahrnujici kontrakci cév a tvarové zmény krevnich desticek.

5-HT; skupina: tento receptor aktivovany v centralnim a perifernim nervovém systému vyvolava
neurondlni excitace a uvoliiovani neurotransmiterti. 5-HT3 receptory maji silnou strukturalni a funkéni
homologii s nikotinovou formou acetylcholinového receptoru. Stejné jako nikotinové receptory, 5-HT3
receptory maji zanedbatelnou permeabilitu pro anionty. Tato skupina je slozena z podjednotek 5-HT 34,

5-HT3B, 5'HT3C’ 5-HT3D a 5'HT3E.

5-HT, skupina: receptory spojené s G-proteinem, které byly izolovany pomoci Escherichia coli.
Receptor je Siroce distribuovan v centralnim nervovém systému a perifernich tkanich. Hraje dilezitou
roli ve funkci nékolika orgdnovych odpovédi véetné zazivaciho traktu, mocového méchyie, srdce a

nadledvin.

5-HTs skupina: je slozena ze dvou podjednotek - 5-HTsa @ 5-HTsg. Receptor 5-HTsa byl
identifikovan u mysi, krys a ¢lovéka. 5-HTsg receptor se také vyskytuje u mysi a krys, ale u ¢loveka

nebyl nalezen. 5-HTs snizuje v organizmu hladinu cyklické adenosin monofosfatazy.

5-HTs skupina: receptory svysokou afinitou K lé¢ivim pouzivanym pii psychoterapiich
s vysokou schopnosti exprese v CNS. Vyskytuji se pfevazné v kortikalni oblasti a v limbickém
systému. Jsou schopné regulovat glutamagerni a cholinergni ¢innost. Mohou se podilet na schopnosti

poznani, krmeni, afektivnich stavech, uzkosti a epilepsii.

5-HT; skupina: podili se na mnoha behavioralnich a fyziologickych procesech. Taktéz se jedna
0 receptory spojené s G-proteinem. Podili se na cirkadialnim rytmu, senzorickém zpracovani a

regulaci limbickych procest.

5-HT receptor

ECNSforum.com
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Obrazek 16 - Serotoninovy receptor a jeho vazba na G protein [3]

Syntéza serotoninu vychazi z nepolarni aminokyseliny tryptofanu, ktery patii mezi esencialni.
Pomoci krevniho ob&hu se tryptofan dostava do mozku, kde se za pfitomnosti vitaminu Bg (pyridoxin)
pfeméni na serotonin. Pisobenim tryptofan hydroxylazy vznika 5-hydroxytryptofan (viz obrazek 17),

ktery je dekarboxylovan pomoci dekarboxylazy aromatickych kyselin na serotonin.

tryptofan H H
N hydroxylaza N dekarboxylaza N
—_— —_—
/ / aromatickych kyselin /
HO NH
NH, NH, HO 2
tryptofan COOH 5-hydroxytryptofan ~ COOH serotonin

Obrazek 17 - Syntéza serotoninu [17]

2.9.2.2 Metabolismus serotoninu

5-HT je metabolizovan dvéma metabolickymi drahami. Prvnim zptisob zahrnuje oxidacné
deaminované putisobeni inhibitord monoaminooxidazy (MAQO), a to zejména A izoformy, na 5-
hydroxyindol-3-yl-acetaldehyd. Tento aldehyd je pak pifeveden dehydrogenazou na 5-hydroxyindol-3-
yl-octovou kyselinu (5-HIAA), ktera je hlavnim oxida¢nim produktem. Po té probéhne redukce 5-
HIAA za ptitomnosti aldehyd reduktazy na 5 — hydroxytryptofol (obrazek 18) [3].

Serotonin

N-acetyltransferaza
(o]
HO, He. Il

CH;—CH,—NH; CHy—CH;— NH—C—CH,
. - =
5-Hydroxytryptamin N-acetyl serotonin
Y (serotonin) !
0 Hydroxyindol S-adenosyl methionin
MAO O-metyltransferaza )
NAD* Hy0p + NH,* S-adenosyl homocystein
0
HO NADH +H'  HO, HCO Il
‘/ | CHy—CH;0H E , CH;—CHO S 4 | CHy—CHy— NH—C—CHy
= N = Melatonin
H Aldehyd reduktaza H H
NAD(P*
5-Hydroxytryptofol Aldehyd dehydrogendza
NAD(P)H + H*
HO.
CH,—COOH
H S-HIAA

Obrazek 18 - Metabolismus serotoninu [17]
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Druhym zptsobem je biotransformace 5-HT doprovazena vznikem melatoninu Vv epifyze, ktera
je slozena za dvou fazi. V prvni fazi je 5-HT acetylovan za ptitomnosti N-acetyltransferazy a ve druhé
fazi je nasledn€¢ metylovan pasobenim hydroxyindoloctové-o-metyltransferazy za vzniku melatoninu
(5-metoxy-N-acetyl-serotoninu). Melatonin reguluje mnoho télesnych funkci, zejména rozmnozovani.

Dale ovliviiyje cirkadianni rytmus a pusobi jako antioxidant [21].

2.9.3 Nékteré dalsi biomarkery astmatu

Mezi dal$i vyznamné biomarkery spojené s bronchialni obstrukci patii oxidaéni stres. Ten je
pfi¢inou mnoha akutnich a chronickych onemocnéni a zaroven se vyrazné podili na pfirozeném
starnuti organismu. Mezi onemocnéni, kde se Ize setkat s oxida¢nim stresem patii kromé
bronchialniho astma napt. chronicka obstrukéni plicni nemoc, Alzheimerova choroba nebo
arterioskleroza [22].

Za biomarker lze povazovat i hodnotu pH. Zména pH se totiz mtize podilet na patofyziologii
obstruktivnich onemocnéni dychacich cest. Pokles pH mtize zptsobovat ziizeni pradusek nebo mtze
zvySovat viskozitu hlenu v dychacich cestdch. Primérna hodnota pH u zdravych jedincii je rovna 7,7.
U pacientt trpicich astmatem pak byly v KVV zjistény niz$i hodnoty pH (vétSinou 5 - 6,5) [25].

Dalsimi biomarkery jsou dusikaté derivaty. Zejména oxid dusnaty je jiz del$i dobu jednim
Z nejvice pozorovanych vydechovanych biomarkerti zanétu. Dale je u onemocnéni jako je astma,
chronicka obstrukéni nemoc nebo cysticka fibroza mozné pozorovat zvysené hladiny latek jako jsou

napt. dusi¢nany ¢i dusitany [29].

2.10 Pracovni hypotéza

Predkladana prace se bude majoritné zabyvat tizkou skupinou pacientti S bronchialni obstrukei -
obtizné lécitelnych astmatiki (OLA). Tito pacienti piedstavuji pfiblizné 5 % z celkového poctu
astmatikdl a neplsobi na né zddna z dosud znamych farmakoterapii pouzivanych pifi 1é€bé astmatu.
Z toho divodu jsou obtizn¢ lécitelni astmatici prakticky denn€ vystaveni riziku astmatického
zachvatu, které jim zabranuje v plnohodnotném Zivote.

V predkladané praci bude provéfovan profil biomarkerti obtizné 1é¢itelnych astmatikii. Tento
profil bude zaroven porovnavan s profilem biomarkerti astmatiki (resp. pacientl reagujicich na
predepsanou farmakoterapii). Porovnavanim biomarkeri bude dokéazana piipadnd shodnost

biomarkera astmatikl i obtizné 1é¢itelnych astmatikd. V pripadé, Ze biomarkery budou u obou skupin
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pacientt rozdilné, bude mozné uvazovat o varianté, Ze obtizn¢ 1éCitelni astmatici nespadaji do skupiny
astmatikd, ale Ze se jedna o odlisné onemocnéni demonstrujici se bronchialni obstrukei.

V predkladané praci bude shodnost biomarkerti pacienti provadéna pomoci dvou medicinalné
diagnostickych  pfistupti  vyuzivajicich  hmotnostné-spektrometrickou analyzu  kondenzatu
vydechovaného vzduchu. Prvnim pfistupem bude tzv. molekularni monitoring, kdy budou pozorovany
koncentra¢ni hladiny znamych biomarkerd u obtizné 1éCitelnych astmatikd, stejné tak i u astmatikl
S riznymi fenotypy tohoto onemocnéni a zdravych kontrol. Podle riznych hladin téchto biomarkert
pak bude mozno porovnat jejich mnozstvi a urcit zda existuje moznost jejich odliseni pro obtizné
1éc¢itelné astma.

Druhym pouzitym pfistupem pak bude tzv. molekularni profilovani, kdy bude provedena
analyza vzorkd ziskanych ze tii zkoumanych skupin (1/ lidi netrpicich astmatem — zdravych kontrol,
2/ astmatikt a 3/ obtizné 1é¢itelnych astmatik®). Pfedpokladanym vysledkem této analyzy pak bude
nalez biomarkeru, ktery bude specificky pouze pro skupinu obtizn¢ [éCitelnych astmatikti, ¢imz by

mobhla byt potvrzena prvotni hypotéza, Zze obtizné 1é¢itelné astma je samostatnou chorobou.

30



3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Matrice

Jako prvni krok je nutné zvolit biologicky material, ze kterého se nésledné budou ziskavat
biomarkery onemocnéni. Existuje celd fada moznych matric, ze kterych je mozné tyto markery ziskat.
Nejcastéji se jedna o té€lni tekutiny (krev, moc, sliny...) a ¢asti tkani ziskané pfi biopsii. V soucasné
dobé¢ je nejbéznéjsi ziskdvat potfebné vzorky z krve pripadné z moci pacientti. Hlavni vyhodou téchto
dvou matric je jejich relativné snadny odbér, ktery prili§ nezatéZuje organismus pacienta. Mezi dalsi
moznosti pak patii odbér mozkomis$niho moku (anglicky central spinal fluid (CNF)) nebo biopsie.
Oba tyto zpusoby patii mezi velmi u¢inné metody, na druhou stranu vsak jsou pomérné¢ narocné pro
pacienta a nelze je provadeét s prilis velkou frekvenci.

Spole¢nou nevyhodou zminénych matric je skutecnost, Ze se jedna o systémové tekutiny.
Krev, ktera je sice nejcastéji odebiranou latkou, koluje po celém téle a z toho divodu je pak obtizné
presné urcit, zkteré casti téla potiebné markery pochazeji (resp. ve které c&asti téla dochazi
k pozorovanému biochemickému dg&ji). Z toho duvodu je vyhodnéjsi pro odbér vyuzivat latky
specifické (resp. latky pifitomné pouze na jednom konkrétnim misté v organismu, latky, které
necirkuluji po celém téle, a tak ani neodrazi stav celého organismu, ale pouze jeho casti). Mezi takové
latky 1ze zatadit napf. sliny, matetské mléko nebo plodovou vodu [14].

Pro ur¢eni biomarkerti astmatu je nejpraktictéjsi matrici k odbéru KVV. Vychézi se
z predpokladu, ze aerosolové castice ve vydechovaném vzduchu jsou shodné se slozenim

bronchoalveolarni extracelularni tekutiny pokryvajici povrch dychacich cest [25].

3.2 Chemikalie

Tabulka 2 - Pouzité chemikalie

Nazev chemikalie Cistota Dodavatel

Acetonitril LC-MS Fisher Scientific, USA
Voda LC-MS Fisher Scientific, USA
Octan amonny 99,99% Sigma Aldrich, USA
Propan-2-ol LC-MS Acros Organics, USA
Methanol LC-MS Fisher Scientific, USA
Kyselina mravenc¢i LC-MS Fisher Scientific, USA
Kyselina octova >99.8 % Acros Organics, USA
Butylhydroxytoluen (BHT) >99 % Sigma-Aldrich, USA
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Tabulka 3 — Standardy

Nazev chemikalie Cistota Dodavatel
Leukotrien B,-d, >97% Cayman Chemical, USA
Leukotrien C4 >97% Cayman Chemical, USA
Leukotrien C4-ds >99% Cayman Chemical, USA
Leukotrien Dy >97% Cayman Chemical, USA
Leukotrien D4-ds >99% Cayman Chemical, USA
Leukotrien E, >97% Cayman Chemical, USA
Leukotrien E,-ds >99% Cayman Chemical, USA
Lipoxin A, >95% Cayman Chemical, USA
Lipoxin B, >95% Cayman Chemical, USA
Tabulka 4 — Plyny
Nazev chemikalie Cistota Dodavatel

Generator dusiku, Peak Scientific,
Dusik 99,50% USA
Helium 55 SIAD
Argon 5 SIAD

3.3 Pristroje

3.3.1 LC-MS/MS

LC-MS/MS analyzy byly provadény pomoci dvou hmotnostnich spektrometrl. Pro stanoveni

LTB,, cysteinylovanych leukotrienti a lipoxini byl pouzit hmotnostni spektrometr s trojitym

kvadrupdlem TSQ Vantage (Thermo Scientific, USA) spojen s kvartérni vysokotlakou pumpou Accela
600 Pump (Thermo Scientific, USA), autosamplerem Open Accela AS (Thermo Scientific, USA) a

kolonovym termostatem UltiMate 3000 (Dionex, USA) (obrazek 19).

Obrazek 19 - TSQ VANTAGE
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Pro metabolicky screening byl pouzit hmotnostni spektrometr s vysokym rozliSenim LTQ
Orbitrap Velos (Thermo Scientific, USA), obsahujici dva analyzatory - orbitrapovou past a linerani
iotovou past, spojeny s kvarterni pumpu Accela 600 Pump (Thermo Scientific, USA) a autosamplerem
Open Accela AS (Thermo Scientific, USA) (obrazek 20).

Obriazek 20 - LTQ ORBITRAP VELOS

3.3.2 Ostatni pristroje
e Minishaker IKA MS3 digital (GmbH & Co. KG, Némecko)

e Chlazena centrifuga Universal 320R (Hettich, UK)
e Trigon-plus RC lyofilizator
e Ultrazvukova lazen Sonorex digitec Bandelin (GmbH & Co. KG, Némecko)

e Kondenzator dechu EcoScreen (Jaeger, Némecko)

3.3.3 Chromatografické kolony
e Hypercarb 100 x 2,1 mm, 5 pm (Thermo Scientific, USA)

e Gemini C18 NX 150 x 2,0 mm (Phenomenex, USA)

3.3.4 Software
e XCalibur 2.2 (Thermo Scientific, USA)

e Sieve 2.1 (Thermo Scientific, USA)
e XLSTAT 2015 (Addinsoft, USA)
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3.4 Odbér biologickych vzorkii

3.4.1 Odbér kondenzatu vydechovaného vzduchu
Vzorky KVV byly ziskany klidovym dychanim do kondenzatoru EcoScreen. Odbér trval 5 — 12

minut. Celkové bylo ziskano 1 — 2 ml kondenzatu (po dosazeni objemu 120 litri vydechovaného
vzduchu). Aby bylo zabranéno dychani nosem, byla pacientovi/dobrovolnikovi nasazena nosni svorka.

Takto nasbirany kondenzit byl o pfesném objemu pfemistén do mikrozkumavky se 100 pg
deuteriovanych vnitinich standardi (LTC,4-ds, LTD4-ds LTE,-ds, 8-is0-PGF,,-d4) @ 100 ng antioxidantu
BHT. Ihned po odbéru byly vzorky skladovany pii — 80 °C.

3.5 Extrakce biomarkeri z biologickych matric

3.5.1.1 Zpracovani vzorki KVV pro metabolické profilovani

Vzorky KVV byly zakoncentrovany extrakci na pevné fazi na kolonce Bond elut C18. Pied
nanesenim vzorku byla kolonka nejprve zaktivovana promytim 5x 1 ml metanolu a3 x 1 ml 0,05 M
vodného roztoku kyseliny mravenci. Nasledné byl nanesen 1 ml KVV a matrice tohoto biologického
vzorku byla odstranéna 2 x 1 ml vody. Sledované latky byly z kolonky vymyty 1 ml metanolu.
Pouzitim proudu dusiku byla ziskana frakce odpafena dosucha. Pfed samotnou LC-MS/MS analyzou

byl zbytek rozpustén v 50 ul smési skladajici se ze 70 % acetonitril, 30 % voda.

3.5.2 Zpracovani vzorki KVV pro metabolicky fingerprinting

Kwvili zkoncentrovani netékavych latek rozpusténych ve vodé byly vzorky KVV lyofilizovany
(objem vzorki KVV byl 1 ml). Tato metoda umoziuje zachovat plivodniho slozeni biologicky
aktivnich latek. K zlyofilizovanému vzorku bylo ptidano 100 ul LC-MS acetonitrilu a tato smés byla
umisténa na tfepacku, kde byla ponechiana 5 minut, a nasledné¢ byla odstfedéna (10 min, 4 °C,
10 000 g), aby ulpéné latky na vnitinim povrchu mikrozkumavky byly stazeny do roztoku. Ptripravené

roztoky byly analyzovany LC-MS metodou.

3.6 LC-MS/MS analyza

3.6.1 Metabolické profilovani

Izokraticka separace lipoxind a leukotrienii byla provedena pomoci HPLC (vysokouc€inna
kapalinova chromatografie). Jako staciondrni faze byla pouZita kolona Hypercarb a stejn€ jako mobilni
faze se skladala ze smési o slozeni 75 % propan-2-ol s ptidavkem kyseliny mravenci (1 % v/v) a 25 %

octanu amonného (10 mmol/l, vodny roztok). Po celou dobu métfeni dochazelo ke konstantnimu
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pratoku mobilni faze, kdy byl tento pritok nastaven na 150 ul/min. Teplota chromatografické kolony

byla 40 °C. Objem nastiiku ¢inil 10 pl.

Tabulka 5 — Parametry reZimu SRM pro metabolity

Analyt Matersky ion m/z Produkovany ion m/z | Kolizni energie eV
Leukotrien C,4 624 351 27
Leukotrien C,-ds 629 356 21
Leukotrien D, 495 477 21
Leukotrien D,-ds 500 482 21
Leukotrien E, 438 333 21
Leukotrien E,-ds 443 338 19
Lipoxin A, 351 115 17
Lipoxin B, 351 221 17

Detekce byla provedena tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS) s elektrosprejem
pracujici v negativnim ioniza¢nim médu (ESI'). ESI-MS analyza byla provedena v SRM (anglicky
Selected Reaction Monitoring) moédu zaloZzeném na detekci konkrétnich produktovych ionti (viz
tabulka 5). Podminky na hmotnostnim spektrometru byly zoptimalizovany na nasledujici hodnoty

(tabulka 6).

Tabulka 6 - Parametry pouZité u hmotnostniho spektrometru; data byla méfena a zpracovavana

vyuzitim softwaru XCalibur 2.2 (Thermo Scientific, USA).

Parametr Hodnota Jednotka

Napéti na jehle 2500 Vv

Teplota elektrospreje 300 °oC
Tlak nosného plynu (dusik) 35 Psi
Tlak pomocného plynu (dusik) 10 Arb
Teplota kapilary 300 °oC

3.6.2 LC Metabolicky fingerprinting

Metabolity KVV byly analyzovany vysokoucinnou kapalinovou chromatografii spojenou s

hmotnostni spektrometrii.
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Chromatograficka separace byla provedena na koloné¢ Gemini C18 NX. Mobilni faze se skladala
z 10 mM vodného roztoku octanu amonného (A — viz obr. 21) a LC-MS acetonitrilu (B). Na pocéatku
analyzy byl podil zminénych mobilnich fazi 90 % faze A a 10 % faze B. Po péti minutach bylo
procento mobilni fdze A linearné snizeno az na hodnotu 10 %. Béhem dalsich 10 minut nasledoval
linearni rist mobilni faze A na 90 %. Tato hodnota byla udrZzena az do konce analyzy (30. minuta)

konstantni. Priibéh gradientové eluce je znazornén na obrazku 21.
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Obriazek 21 - Gradientovy program LC metody pro stanoveni biomarkeri

Pritok mobilni faze byl po celou dobu métfeni konstantni - 150 pl/min. Nasttik vzorkl Cinil

10 pl.
Pro detekcei byl pouzit hmotnostni spektrometr LTQ Orbitrap Velos, ktery métil v rozsahu m/z

80 — 1500 Da za podminek popsanych v tabulce 7.

Tabulka 7 - Parametry pouZzité u hmotnostniho spektrometru

Parametr Hodnota Jednotka

Kolizni energie 35 eV
Napéti na jehle 3000 Vv

Teplota elektrospreje 300 oC
Tlak nosného plynu (dusik) 35 Psi
Tlak pomocného plynu (dusik) 10 Arb
Teplota kapilary 300 °oC
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3.7 Statisticka analyza

Namétena data byla zpracovana v softwarech XLSTAT 2015 (Addinsoft, USA) a SIEVE 2.1
(Thermo Scientific, USA).

V programu XLSTAT bylo provedeno profilovani metabolitd vzniklych z kyseliny
arachidonové (LTC,, LTD, LTE,; LXA,; LXB,) agrafické vystupy byly vyjadifeny pomoci
krabicovych diagramu a rozptylovych diagramti komponentniho skore.

Druhym softwarem byl nasledné proveden metabolicky fingerprinting, ktery umoznuje hledani
novych neznamych metabolitd v biologickych matricich. Vypocet byl provadén v rezimu Two Sample
Differential Analysis (TSDA). TSDA je metoda slouzici k odliseni dvou sad vzorkii (nemocni vs.
kontrola) bez odecteni pozadi. Identifikace nejvyznamnéjSich piku, byla provedena pomoci
internetové databaze HMDB — Human Metabolome Database (http://www.hmdb.ca) a celkovym

vystupem je bezrozmérny 3D graf nesouci informaci o korelaci jednotlivych pacientt ¢i kontrol.

3.8 Klinicka studie

Ve spolupraci s FN Hradec Kralové, Klinikou pracovniho lékatstvi 1. lékaiské fakulty
Univerzity Karlovy a Klinikou pneumologie a ftizeologie FN Plzeni byla realizovana klinicka studie,
ktera se skladala z diferencialni diagnostiky pacientti s OLA a zdravych dobrovolnikd.

Skupina OLA obsahovala 60 0sob, z toho 35 Zen a 25 muzd, median véku 54 a pramér véku 53
let. Kontrolni skupina, zdravi nekufaci bez diagndzy astmatu a alergie, ¢itala 30 osob, z toho 16 Zen a
14 muzi, median véku 43 let.

U obou skupin byly v KVV sledovany biomarkery, vzniklé z fosfolipidovych membran viz
tabulka 8.

Tabulka 8 — Biomarkery stanovené v KVV

Biomarker Oznaceni
Leukotrien C,4 LTC,
Leukotrien D, LTD,
Leukotrien E, LTE,
Lipoxin A, LXA,
Lipoxin B4 LXB,

Cilem klinické studie byla detekce a identifikace znamych a novych biomarkerd, které mohou

prispivat K fenotypizaci pacientt trpicich OLA.
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4. Vysledky a diskuse

V soucasné dobé dochazi kvelkému rozvoji personalizovaného piistupu k diagnostice
onemocnéni. Tato diagnostika vyuziva analyzu malych molekul, c¢asto metaboliti rdznych
biochemickych drah v fad¢ télnich tekutin (KVV, mo¢, krevni plazma, sliny, cerebrospinalni mok,
atd.). Principem piedkladané metabolické analyzy je hledani biomarkert, jejichz zvySena ¢i snizena
hladina mize poukazovat na probihajici patologicky proces v dychacich cestach. Stanoveni
koncentracnich hladin téchto biomarkeri muze vést nejen k diagnostice, ale az k fenotypizaci
onemocnéni. Vzhledem k neinvazivnosti molekularni diagnostiky v KVV je mozné stanoveni
biomarkerti opakovat v kratkych Casovych intervalech a monitorovat tak prib&éh onemocnéni, ale
zarovei 1 efektivnost aplikované farmakoterapie.

Cilem ptedkladané prace bylo vyvinout vlastni metodiku multimarkerového screeningu, ktery
by mél piispét k fenotypizaci plicnich nemoci. Pfi vyvoji diagnostické metody idealné slouzici
k fenotypizaci nemoci spojenych s bronchialni obstrukci by mély byt pouzity dva odlisné analytické
pristupy vyuzivajici vysoce specifické metody hmotnostni spektrometrie k molekularni analyze
kondenzéatu vydechovaného vzduchu — tzv. “metabolicky fingerprinting* a “metabolické profilovani”.
Tyto metody by mély byt pouzity pii klinickych studiich, které by nasledné mély byt statisticky
vyhodnoceny.

4.1 Metabolicky ,.fingerprinting*

Cilem metabolomického screeningu bylo detekovat a kvantifikovat latky, které maji souvislost

s onemocnénimi diagnosticky zahrnovanymi jako bronchialni astma a to ve skupiné klinickych vzorku
roz¢lenénymi do skupin dle vysledka ,,standardnich klinickych vySetfeni jako:

a/ Profesni (pracovni) astma

b/ Pretrvavajici stfedni astma bez farmakoterapie glukokortikoidy

¢/ Pretrvavajici sttedni astma s farmakoterapii glukokortikoidy

d/ Obtizné 1écitelné astma

e/ Kontrolni skupina

Klinick¢ vzorky KVV takto diagnostikovanych pacientd byly analyzovéany, relativni
kvantifikace spocivala v porovnani ploch pod kiivkou mezi pacienty s riiznymi fenotypy astmatickych
onemocnéni a zdravymi kontrolami. Typické chromatogramy, které demonstruji molekularni
komplexnost biologické matrice kondenzatu vydechovaného vzduch, jsou zachyceny na nasledujicich

obrazcich 22 a 23.
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Obrazek 22 - HPLC-MS chromatogramy vzorki KVV pacienti s riznym fenotypem
bronchialniho astmatu a zdravymi kontrolami
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Obriazek 23 - HPLC-MS chromatogramy vzorki KVV pacienti s riznym
fenotypem bronchialniho astmatu a zdravymi kontrolami — iontové chromatogramy
vybranych biomarkeri (oxidac¢niho stresu, astmatu, zanétu)
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Tabulka 9

Identifikované biomarkery v KVV astmatiki

Marker

Onemocnéni

Puvod

MDA
Malondialdehyd

Marker oxida¢niho stresu

®-3 a ®-6 nenasycenych
mastnych kyselin, generovano
z fosfolipida

HNE
4-Hydroxy-trans-nonenal

Marker oxidacniho stresu

®-3 a ®-6 nenasycenych
mastnych kyselin, generovano
z fosfolipida

HHE
4-Hydroxy-trans-hexenal

Marker oxida¢niho stresu

®-3 a ®-6 nenasycenych
mastnych kyselin, generovano
z fosfolipidi

C6 Marker oxida¢niho stresu ®-3 a ®-6 nenasycenych
Hexenal mastnych kyselin, generovano
z fosfolipidi
c7 Marker oxida¢niho stresu ®-3 a ®-6 nenasycenych
Heptenal mastnych kyselin, generovano
z fosfolipidi
Cs8 Marker oxida¢niho stresu ®-3 a ®-6 nenasycenych
Octanal mastnych kyselin, generovano
z fosfolipidi
C9 Marker oxida¢niho stresu ®-3 a ®-6 nenasycenych
Nonenal mastnych kyselin, generovano
Z fosfolipidi
C10 Marker oxida¢niho stresu ®-3 a ®-6 nenasycenych
Dekanal mastnych kyselin, generovano
z fosfolipidi
Cl1 Marker oxida¢niho stresu ®-3 a ®-6 nenasycenych
Undekanal mastnych kyselin, generovano
z fosfolipidi
C12 Marker oxida¢niho stresu ®-3 a ®-6 nenasycenych
Dodekenal mastnych kyselin, generovano
z fosfolipidi
C13 Marker oxida¢niho stresu ®-3 a ®-6 nenasycenych
Tridecanal mastnych kyselin, generovano
z fosfolipidi
LTB4 Marker zanétlivé reaakce Kyselina arachidonova,

Leukotriene B4

pusobenim enzymi; poskozeni
fosfolipidl

LTC4
Leukotriene C4

Alergicka reakce

Kyselina arachidonova,
pusobenim enzymi; poskozeni
fosfolipidu

LTD4
Leukotriene D4

Alergicka reakce

Kyselina arachidonova,
pusobenim enzymd; poskozeni
fosfolipidu

LTE4
Leukotriene E4

Alergicka reakce

Kyselina arachidonova,
pusobenim enzymd; poskozeni
fosfolipidl

5-HOMeU
5-hydroxymethyl Uracil

Marker oxida¢niho stresu

Poskozeni nukleovych kyselin
(DNA)
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8-OHG Marker oxidacniho stresu Poskozeni nukleovych kyselin
8-hydroxy Guanosine (RNA)
8-OHdG Marker oxida¢niho stresu Poskozeni nukleovych kyselin
8-hydroxy2‘deoxy Guanosine (DNA)
o-Tyr Marker oxida¢niho stresu Poskozeni aminokyselin
0-tyrosine
NO-Tyr Marker oxidacniho stresu Poskozeni aminokyselin
3-nitro-tyrosine
Cl-Tyr Marker oxida¢niho stresu Poskozeni aminokyselin
3-chlor-tyrosine

Statistickym vyhodnocenim vzorkd KVV u pacientil s riznymi fenotypy bronchidlniho astmatu
bylo detekovano a strukturné uréeno velké mnozstvi latek, od metabolitl az po 1é¢iva. V porovnani
skupin pacient s bronchialnim astmatem a zdravymi kontrolami byly zachyceny statisticky vyznamné
molekuldrni rozdily, kterych by bylo mozné vyuzit jako biomarkerti oddé€lujicich jednotlivé skupiny
od sebe navzijem a to: v oblasti latek ze skupiny cysteinylovanych leukotriend, které se jiz dnes
vyuzivaji pro molekularni diagnostiku onemocnéni s obstrukci dychacich cest a paralelné s tim
Vv oblasti latek, jejichz mnozstvi paradoxné klesa pti vyskytu téchto onemocnéni - lipoxind. Témto
dvéma skupinam latek byla v ramci predkladané prace vénovana dalsi pozornost a byly vyuzity pro

metabolické profilovani.

4.1.1 Cysteinylované leukotrieny

Leukotrieny (LTs) jsou zanétlivé mediatory, které se déli na dvé skupiny podle svého ucinku a
mista pusobeni. Do prvni patii leukotrien B4 (LTB4), ktery vznikda v monocytech, neutrofilech
a alveolarnich makrofazich. Jeho autakoidnim ,,ukolem™ je aktivovat celou fadu imunitnich
efektorovych bunck a je hlavnim tcastnikem v patogenezi riznych zanétlivych onemocnéni. Nema
vliv na hladké svalstvo, ale mlize prispivat k zizeni dychacich cest zvysenim sekrece hlenti a tvorbou
lokalniho edému.

Druha skupina leukotrienti obsahuje leukotrien C4, leukotrien D4 a leukotrien E4, oznacované
spoleénym nazvem cysteinylované leukotrieny (cys-LTs), které jsou formovany eozinofily, bazofily,
zirnymi buiikami a makrofagy. Jejich receptory (cys-LT receptory) jsou piedevS§im na bufikach
hladkych svali a tkanich dychacich cest a navazanim cys-LTs dochazi k bronchialni hyperreaktivité a
bronchokonstrikci. Na receptor Cys-LT1 se vazi vSechny cysteinylované leukotrieny a jejich
navazanim se vyvola obstrukce dychacich cest (stazeni pradusek a prudusSinek, edém sliznice, zvySeni
sekrece hlenu). Receptor Cys-LT2 muze byt aktivovan pouze leukotrienem C4, ktery zpusobuje
stazeni plicnich cév. Hladina cysteinylovanych leukotrieni v KVV je vyznamné vy$$i u pacientd
s astmatem oproti zdravym jedincim.

Leukotrieny obecné vznikaji syntézou z kyseliny arachidonové, kdy ptisobenim enzymu 5-

lipoxygenasa (5-LO) se volna arachidonova kyselina oxiduje na 5S-hydroperoxyeikosa-6,8,11,14-
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tetraenovou kyselinu (5S-HPETE). 5-HPETE se LTA syntetazou pfeméni na nestabilni leukotrien A4
(LTA4), ktery se ihned metabolizuje pti zanétlivych procesech na LTB4 enzymem LTA4 hydrolazou
nebo pfi prubéhu alergické reakce se preménuje na LTC4 pltisobenim LTC4 syntetazou, a tim vznika
»prvni ¢len® skupiny cysteinylovanych leukotrient. Nasledné y-glutamyl transpeptiddza metabolizuje
LTC4 na LTDA4, ktery se dipeptidazou pfeméni na LTE4 (viz obrazek 24). Biosyntéza LTs vyzaduje
aktivaci bunék vcetné IgE receptoru na povrchu zirnych bunék a pro aktivaci 5-lipoxygenasy musi byt
pritomen protein FLAP (5-lipoxygenase activating protein), ktery se vaze na 5-LO a umoznuje tak

syntézu leukotrient (obrazek 24) [17].
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Obrazek 24 - Syntéza leukotrient [17]

4.1.2 Lipoxiny

-----

podporuji rekonstrukéni proces po zachvatu, kdy jsou T-lymfocyty odstranény z plic a obnovuje se
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jejich normalni funkce. Lipoxiny jsou tak, jako leukotrieny derivaty arachidonové kyseliny a vznikaji
nckolika cestami za pomoci enzymul lipoxygendz (LOs). Prvni znich je zprostfedkovana 15-
lipoxygenazou (15-LO), kterda je pritomna v tkanovych bunikdch dychacich cest a zahajuje tak
biosyntézu LXs. Prvni krokem je oxidace kyseliny arachidonové na 15S-hydroperoxyeikosa-5, 8, 11,
13-tetraenovou kyselinu (15S-HPETE), ktera se v leukocytech za katalyzy 5-LO pieméni na
15S-epoxytetraen, ktery samovolné piechazi na lipoxin A, nebo lipoxin B,. K dalsi mozné cesté
vzniku LXs dochazi v trombocytech oxidaci leukotrienu A, za pomoci 12-lipoxygenazy (12-LO).
Nejen ze tyto dveé syntézy umoziuji produkci LXs, ale zaroven redukuji produkci leukotrient.
Posledni cesta je podminéna acetylsalicylovou kyselinou (ASA), ktera ma antiflogistické ucinky a
inhibuje tak tvorbu prostaglandini. ASA Vv monocytech, endotelidlnich a epitelarnich bunkach
acetyluje enzym cyklooxygenazu-2 (COX-2), ktera vnasi do 15R-hydroxyeikosa-5, 8, 11, 13-
tetraenové kyseliny (15R-HETE) hydroxylovou skupinu. 15R-HETE se v leukocytech ptsobenim 5-
LO pteméni na 15R-epoxytetraen, ktery poté konvertuje na 15-epi-lipoxiny (15-epi-LXA, a 15-epi-
LXB,). Tyto epimery se jinak nazyvaji aspirinem spousténé LXs (aspirin-triggered LXs, ALT) a od
LXs se lisi nejen izomerii hydroxylové skupiny, ale také maji siln€jsi a déle plsobici ucinky, kvali

pomalejsimu odbouravani v organismu. VSechny zminéné syntézy jsou shrnuty na obrazku 25 [17].
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4.1.3 Metabolické profilovani

Cilem Kklinické studie bylo ovéfit koncentra¢ni hladiny biomarkert alergické reakce (LTC,,
LTD, a LTE,) a latek pusobicich protizanétlivé (LXA4, LXB,) v KVV. Byly provedeny HPLC-MS
analyzy (viz experimentalni ¢ast) a ziskdna data o koncentracnich trovnich vySe zminénych latek
Vv klinickych vzorcich pacientii s vybranymi fenotypy astmatického onemocnéni a kontrolni skupiny.

Z vysledkt uvedenych na obrazku 26 je ziejmé, ze v KVV bylo nalezeno zvySené mnozstvi
zanétlivych cysteinylovanych leukotrientt (LTC,4, LTD, a LTE,), pfi¢emz hladina u pacientd s OLA
byla nejvyssi ze vSech pozorovanych skupin. Zcela originalni informaci doposud v literature
zvySeny u skupiny zdravych dobrovolnikli. Vysledky jsou shrnuty krabicovymi diagramy na obrazku
26.

Na zaklad¢ uvedenych vysledki je ziejmé, ze latky z oblasti cysteinylovanych leukotrienti a
lipoxint, které jsou v organismu generovany, mohou slouzit pro diferencialni diagnostiku
bronchialniho astmatu, pfiCemz moznost vyuziti biomarkerti pochazejicich ze stejné matetské
molekuly - leukotrienu A, produkovanému za pomoci 12-lipoxygenazy (12-LO) odrazi rovnovazny
vztah mezi cysteinylovanymi leukotrieny na strané jedné a lipoxinii na strané druhé zptesnuje
molekularni diagnostiku. Nejen ze tyto dvé informace — koncentra¢ni hladina cysteinylovanych
leukotrient a lipoxint jsou dopliikové a existuje mezi nimi vztah tzv. dynamické rovnovahy (,,flip-flap
relationship® tj. pokud roste koncentra¢ni hladina prozanétlivych leukotrient, tak piislusné klesa
umoziujici produkci lipoxint, zarovenn redukuji produkci leukotrieni a naopak, coz bylo
experimentalné potvrzeno. Kombinace téchto dvou skupin biomarkeri tak ptedstavuje velice
zajimavou moznost z hlediska molekularni diagnostiky, ktera muze byt pouzita pro fenotypizaci
onemocnéni astmatickych onemocnéni, jak je zifejmé z obrazku 26, kde je popsan princip rovnovahy
mezi protizanétlivymi lipoxiny na strané jedné a prozanétlivymi leukotrieny na strané druhé (,,princip
houpacky*).

Takto vyvinutd metodika vyuzitelna v diagnostice astmatickych onemocnéni byla vyuzita
v paralelni studii, kdy byla ovéfena moznost jejiho vyuziti pro monitorovani i¢innosti antiastmatické
farmakoterapie, v tomto piipadé farmakoterapie steroidnimi 1é¢ivy na bazi glukokortikoidi. Vysledky
jsou shrnuty na obrazku 27, kde je zachycena klinicka studie zahrnujici 30 subjekti s farmakoterapii
inhala¢nimi glukokortikoidy, 30 subjektd po peroralni kortikosteroidni terapii a 30 subjektd kontrolni
skupiny.

Z ptedloZzenych vysledki hmotnostné spektrometrické analyzy je ziejmé, Ze doslo K vytvoieni
tii shlukt, kdy prvni skupina obsahovala pouze kontrolni skupinu pacientt, a zbylé dvé skupiny se
oddélily podle zplsobu aplikace farmakoterapie. Z obdrzenych vysledkt je zfejmé, ze predepsané

davkovani a aplikace je jednozna¢né vhodnéjsi v piipad¢ peroralniho podani, kdy shluk odpovidajici
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Obrazek 26  Statisticky vyhodnocena klinicka studie; horni graf = cysteinylované
leukotrieny, dolni graf = lipoxiny
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této terapii se vice blizi zdravym jedinctim, nez je tomu v piipad¢ inhalacni terapie. Samoziejmé toto
nabizi celou fadu vysvétleni v oblasti biologickych dostupnosti atd. Nicméné obdrzeny vysledek
jednoznac¢né potvrzuje, Ze 1ze vyvinuté diagnostické metodiky pouzit k monitorovani vhodnosti terapie
a jeji ucinnosti. Tato skutecnost v kombinaci s moznosti pomérné rychlé opakovatelnosti neinvazivni
diagnostiky a rychlého zisku vysledku, pfedstavuje velmi zajimavou moznost vyuziti vyvinuté

diagnostické metody.

1mn
T

8._

6 -+

4 -+ -
g OKS19 @ QK%%?H.
= OKS1S @ 2+ (3 4 &ERSS -
= M OK®L0 -2
) egls ML ey . Pl e .
—_ - t o 8 P t G L 3 1 L = r N t
o IKS18 . 0KS17 5 .
w10 ﬁ#ﬁm% - 2 L0 5 '?{ﬁ%cﬂ 6012 8 n

o
e 5 a4
Pl ca

£ 1

F1(91,87 %)

Obrazek 27  Vysledek klinické studie (klastrova analyza) zelené body - kontrolni skupina,
modré body — astmatici lé¢eni peroralnimi glukokortikoidy, hnédé body -
astmatici l1é¢eni inhala¢nimi glukokortikoidy

4.1.4 Serotonin a obtiZné lé¢itelné astma

OLA je definovano jako astma nereagujici adekvatné na léCbu antiastmatiky, zejména
glukokortikosteroidy (steroidni terapie). U OLA se vpribéhu onemocnéni neustile zhorSuje
kompenzace a vzrusta riziko budoucich exacerbaci i nezadoucich téinki 1é¢by kortikosteroidy, kterou
pacienti podstupuji. OLA stale pfedstavuje onemocnéni, kterému se snazime 1épe porozumét a U néhoz
patrame po nove¢jsSich aéinnych zplsobech 1é¢by. Dulezitymi oblastmi vyzkumu jsou rizikové faktory
pro rozvoj téZkého astmatu, fenotypizace onemocnéni, Charakterizace zanétlivé odpovédi
a porozuméni nedostatetné odpovédi nalécbu kortikosteroidy. Vyznamny je vyvoj Vv oblasti
biomarkerd pro diagnostiku fenotypi apro progndézu daného onemocnéni. Vyuziti jediného
biomarkeru je vétsinou neuzitecné pro fenotypizaci a pro predikci odpovédi na 1é¢bu, ovsem v analyze
je tfeba zohlednit i mnohé dalsi biomarkery, napiiklad ty, které byly odvozeny z pfistupt s vyuzitim

technologii ,,-omik™ a sméfuji k tzv. multimarkerovému screeningu.
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Predpokladem této zavérecné Casti predkladané studie bylo nahlédnout na OLA jako na
problém, ktery ma sice spojitost s bronchialnim astmatem, ale je onemocnénim odlisnym, jelikoz na
klasickou 1écbu antiastmatiky nereaguje. Na zaklad¢ klinickych zkuSenosti je zfejmé, ze OLA pacienti
velice dobfe reaguji na 1é¢bu antidepresivy ze skupiny SSRI (Selective Serotonine Re-uptake
Inhibitors), které zvysuji v mozku hladiny neurotransmiteru serotoninu (5-hydroxytryptaminu). Toto
ma své logické zduvodnéni s ohledem na pietrvavajici problémy OLA pacientti, nicméné ani toto
neméni skute¢nost absence farmakoterapeutického zlepSeni jejich astmatickych ptiznakd.

Cilem této casti studie bylo posoudit mnozstvi serotoninu v organismu OLA pacienti a
zdravych kontrol. Jelikoz odbér mozkomisniho moku (lumbélni punkce) jako biologické tekutiny,
v které bude mnozstvi serotoninu korespondovat s terapii antidepresivy, je zna¢né problematickou
zalezitosti, bylo stanoveni serotoninu feSen0 V odebraném KVV, coz samoziejm& nemusi piinést
pozadovanou odpovéd, jelikoz antidepresivni uCinek SSRI antidepresiv se odehrava za
hematoencefalickou bariérou, zatimco detekce serotoninu v KVV je stavem, ktery naopak nastava
pted hematoencefalickou bariérou (stejné tak Gi¢inky serotoninu pied a za hematoencefalickou bariérou

jsou odlisné). Vysledky stanoveni serotoninu v KVV jsou prezentovany na obrazku 28.

100 ~
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60 -
u2
50 -

Koncentrace pg/ml EBC

20 A
10 -

Obrazek 28 Koncentra¢ni hladiny serotoninu (5-HT) v KVV u OLA pacienti (bez
terapie antidepresivy) — ¢erveny sloupcovy graf, u astmatiki se stifednim astmatem — modry
sloupcovy graf a u kontrolni skupiny (zdravych jedincii) — zeleny sloupcovy graf
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Na zakladé uvedenych vysledki je ziejmé, Ze koncentra¢ni hladiny serotoninu u OLA pacientt
jsou statisticky vyznamné vyssi, nez U astmatikd s t€Zkym astmatem a u zdravych kontrol. Je rovnéz
velmi zajimavé, Ze koncentracni hladiny zdravych kontrol a pacientt se stiedné tézkym astmatem jsou
srovnatelné a tudiz také vzdalené hladindAm OLA. Interpretace tohoto vysledku je problematicka a
umoziuje jediné konstatovani, ze hladiny serotoninu jsou u OLA pacienti skutecné jiné nez u
astmatikd se stfedné tézkym astmatem a zdravych kontrol. VVzhledem k tomu, Zze hladiny Serotoninu
jsou v KVV proti nasemu oc¢ekavani vyssi (ocekavani bylo nalézt hladiny nizsi, které se po terapii
antidepresivy zvysi) a neznalosti toho, jak vypadaji hladiny za hematoencefalickou bariérou, lze
konstatovat, ze tato mysSlenka urcit¢ neni k zavrzeni, ale bude potiebovat podstatné vétsi usili,
interpretaci apod. Bohuzel nami ziskany vysledek neumoziiuje jakékoliv dalsi konstatovani. Jisté by
bylo zajimavé provést dalsi analyzy obou skupin vzorkl a ovéfit, zda neexistuje dalsi marker, ktery by
mohl poodhalit vice ze skutecnosti, pro¢ OLA pacienti nereaguji na 1écbu antiastmatiky a maji v KVV
podstatné vyssi koncentrace serotoninu. Lze tedy jen doufat, Zze se dalSimi analytickymi testy mezi
obéma skupinami klinickych vzorkl skryvéd informace, jako je tieba biomarker troponin u infarktu
myokardu, ktery pfinasi dukaz o komunikaci mezi CNS a kardiovaskularnim onemocnénim s vysokou

mortalitou a umoznuje tak velmi presné predikovat pravdépodobnost ,,nahlé ptihody srdeéni*.
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5. ZAVER

Predkladana prace je orientovana do oblasti medicinalni diagnostiky a jejim cilem bylo
provést fenotypizaci obstrukénich plicnich onemocnéni z oblasti bronchidlniho astmatu na
zaklad¢ detekce a kvantifikace biomarkerti v kondenzatu vydechovaného vzduchu. Primérnim
cilem bylo timto molekuldrné¢ diagnostickym pfistupem provéfit skupinu OLA pacientt, kteti
nereaguji adekvatné na podavanou antiastmatickou farmakoterapii.

Byly vyvinuty analytické metody pro metabolické profilovani znamych latek vzniklych
zZ kyseliny arachidonové (leukotrieny a lipoxiny) a multimarkerovy screening pro komplexni
detekci neznamych nizkomolekularnich latek vyskytujicich se pti patologickych procesech
souvisejicich s bronchialni obstrukci v organismu.

Vyvinuté analytické metody byly testovany ve dvou klinickych studiich. Bylo
provedeno porovnani koncentrac¢nich hladin znamych biomarkert v télnich tekutinach u 0sob
trpicich OLA a u kontrolnich skupin zdravych dobrovolnikii. Kvantifikace zndmych
biomarkert v KVV poukazala na vyznamny narlst cysteinylovanych leukotrieni u OLA
pacientil a vyznamny pokles novych biomarkert anstiastmaticky ptsobicich lipoxint. Hladina
lipoxinti byla naopak zvySena u skupiny zdravych dobrovolniki. Jako vyznamny vysledek Ize
hodnotit moznost fenotypizace astmatikl, kterou umoznilo vyuziti cysteinylovanych
leukotrient s lipoxiny. Velice vyznamnym zavérem je také potvrzeni antiastmatického G¢inku
lipoxinQ, pficemz toto by mohlo umoznit zacileni terapie astmatu na tento lipoxinovy
receptor, ktery neni farmakoterapeuticky doposud vyuzivan.

V neposledni fadé byl proveden 1 experiment, jehoZ cilem bylo zdGvodnit, pro¢ OLA
pacienti pozitivné reaguji na terapii SSRI antidepresivy. Byly nalezeny statisticky vyznamné
rozdily serotoninu VKVV u vSech testovanych astmatikli, nicméné tento vysledek je
problematicky interpretovatelny, jelikoZz tyto hladiny by bylo ucelné posuzovat za

hematoencefalickou bariérou, a nalézt tak piipadnou kauzalitu této skute¢nosti.
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Intro: Severe refractory asthma (SRA) is characterized by prominent airway inflammation and
oxidativestress. Inadequate production of anti-inflammatory arachidonic acid product lipoxin was

described in severe phenotype of asthma.

Aims: We sought to investigate whether concentration of lipoxin A4 (LXA) and leukotrien B4 (LTB)

in exhaled breath condensate differs in various phenotypes of SRA.

Methods: We harvested EBC of 59 SRA patients and 38 healthy controls (HC) by standardized
protocol (EcoScreen). LXA and LTB were compared between subgroups of eosinophilic (EA, n=29)
and non-eosinophilic (NEA, n=30) phenotype defined by exhaled nitric oxide > 30ppb despite high
dose of inhaled corticosteroid therapy. LXA and LTB in EBC were analyzed by liquid
chromatography and mass spectrometry. Measured results were analyzed together with FEV1,

FeNO50, PBE and subgroups statistically evaluated.

Results: EA and NEA were comparable by FEV1, ACT, peripheral blood eosinophilia (all p>0.05).
LXA and concentration in SRA were markedly lower than in HC (27.65vs. 59.89 pg/ml, p<0.001).
The LXA/LTB ratio was lower in SRA than in HC 0.87 vs. 3.31, p<0.001).LTB4 concentration
reached the same level in EA and NEA (33.6 vs. 32.4 pg/ml, p=0.19) LXA was higher in EA than in

NEA (28.9 vs. 26.4 pg/ml, p=0.01).

Conclusion: We showed imbalance of antiinflammatory and pro-inflammatory arachidonic acid
products in SRA in comparison to HC. SRA is associated with decreased production of LXA4, which
is significantly lower in non-eosinophilic asthma phenotype (NEA). NEA phenotype could be

associated with prolonged resolving of airway inflammatory damage.
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Abstract

A sensitive and precise method for simultaneous quantification of cysteinyl leukotrienes (=
cys LTs; leukotriene C4 (= LTC,), leukotriene D, (= LTD,) and leukotriene E; (= LTEy)), essential
biomarkers of bronchial asthma and lipoxines (=LXs; lipoxin A, (= LXAy) a lipoxin B, (= LXBy)),
substances responsible for resolution of inflammation, both present in exhaled breath condensate (=
EBC) has been developed and used for more accurate molecular based diagnostics of airways
inflammation. An immunochemical molecular probe used for selective separation of the biomarkers
from EBC was prepared by immobilization of cys LTs and LXs antibodies into a polymer beads
(copolymer prepared from polyvinyl alcohol (= PVA) and polyethylene glycol (= PEG)).
Immobilization of antibodies and the immunoaffinity capture procedure were optimized to maximize
the amount of separated cys LTs and LXs which were detected “off-beads” after acidic elution by
HPLC-ESI-MS/MS operated in a multiple reaction monitoring mode. The developed method was
characterized with high intra-day precision < 13.6 % (determined as RSD) and < 14.5 % inter-day
precision (determined as RSD), acceptable accuracy < 18.5 % (determined as RE), and high recovery
of immunoseparation (> 93.1 %). The applicability of the method was demonstrated on EBC samples
of healthy subjects and bronchial asthma patients where reasonable improvement of diagnostic
accuracy based on quantification of cys LTs and LXs in comparison with diagnostics based solely on
cys LTs. The developed method could be used not only to aid diagnosis, but also to predict the most

effective therapy, and monitor the response to treatment.

Keywords: Cysteinyl leukotrienes, Lipoxines, immunochemical separation, HPLC-MS, bronchial asthma,

exhaled breath condensate.
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1. Introduction

Bronchial asthma, defined as a chronic inflammatory disorder of the airways, is one of the top
public health problems globally affecting both children and adults. Therefore, proper and early
diagnostics and treatment is necessary. However, the diagnostics can be rather difficult. Currently,
there is no precise physiological, immunological, or histological test for asthma diagnostics. In order
to rule out other possible conditions, the lung functions are generally tested first in an asthma
diagnosis process. Tests to measure the lung functions include spirometry test and peak expiratory
flow rate test. In addition, methacholine or histamine challenge tests can evaluate the airways
hyperactivity, typical for asthma, and fractional exhaled nitric oxide (FENO) test measures the level of
eosinophilic inflammation in the airways. Unfortunately, this non-invasive test is negatively

influenced in smokers.

At present, the quantification of inflammation in the lungs may be based on invasive (open
lung biopsy [1-3], bronchoalveolar lavage [2, 4]) or semi-invasive methods (method of induced
sputum [5, 6]) and the measurement of inflammatory markers in plasma and urine, which are likely to
reflect systemic rather than lung inflammation. A relatively novel method is the analysis of EBC,
collected during normal tidal breathing, which reflects the composition of extracellular lung fluid. The
measurements of metabolite products in the EBC are absolutely non-invasive and repeatable with a
good potential to become the preferred alternative. New approaches are based on attempts of
identifying robust biomarkers which could be utilized in establishing the diagnosis of asthma [7-9].
The former studies investigated the predictive value of EBC pH for asthma, the latter researched
hydrogen peroxide, nitrogen oxides (FENO is nowadays diagnostically/clinically used) [10],
arachidonic acid derivatives, cytokines and others. Analysis of breath volatile compounds by
electronic nose has been proposed as a new technique for assessing airway inflammation in respiratory
medicine [11]. Various inflammatory markers present in EBC have been investigated as possible
asthma biomarkers and several independent studies [12-16] have indicated the presence of elevated
levels of arachidonic acid derivatives (cys LTs, leukotriene B, (= LTB,)) in EBC of asthma patients.
Arachidonic acid derivatives, especially cys LTs, have shown the most consistent results for the

diagnosis of asthma [17].

Leukotrienes (LTs) and lipoxins (LXs) are eicosanoids derived from arachidonic acid by the 5-
and 15-lipoxygenase pathways, respectively (unlike the prostaglandins and the thromboxanes are
products of the cyclooxygenase pathway). LTs help mediate immune and inflammation responses in
that they cause inflammation, increased vasodilation and vascular permeability, and trigger the release
of additional mediators of immune response. In particular, the cys LTs mediate inflammation in

anaphylaxis reactions such as allergic rhinitis and asthma. Leukotriene B, is extremely chemotactic for
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neutrophils and eosinophils, drawing them to the site of inflammation and evoking the production and
release of additional LTs and other mediators. LTB4 may also play a role in mediating the response of
B cells to antigens. LXs seem to have antagonist functions to the LTs. Lipoxin A4 has been shown to
inhibit inflammation, cell degranulation, and bronchial constriction, and to even compete with LTs for
available cell membrane receptors. LTs and LXs undoubtedly play an important role into the nature of
inflammation and immune response, and may indeed be the basis for asthma early stage diagnosis and
monitoring of treatment. In the past, immunochemical and analytical techniques like RIA, ELISA and
GC-MS were used for their concentration level evaluation [12, 27-30]. During the last decade, LC-MS
has become a promising technique for trace analysis of various compounds contained in complex
biological matrices (plasma, urine, cerebrospinal fluid, bronchoalveolar lavage fluid, etc.) and it has
been successfully applied for the detection and quantification of EBC markers [8, 12-14, 17, 27].
Since the biomarkers are often detected in EBC at levels as low as picograms per millilitre,
concentration steps (e.g. solid phase extraction, lyophilisation, immunoseparation etc.) are necessary
in order to achieve such a relatively low detection limit.

In this study, cys LTs and LXs extraction from EBC is provided by immunoparticles
developed for highly selective immunoseparation. By using an anchoring of antibodies into the
polymeric beads, the produced antigen-antibody complex can be easily separated from the solution.
For the quantification and detection of biomarkers, a highly selective and sensitive method by
UHPLC-ESI-MS/MS was applied. For its extremely high degree of selectivity, the multiple reaction
monitoring (MRM) mode was used together with stable-isotope dilution assay for its high precision of
guantification. The analytical procedure was optimized, validated and analytically tested on EBC
samples collected from patients diagnosed with bronchial asthma and on the control group of healthy

subjects.

2. Experimental

2.1. Chemicals and reagents

Chemicals and reagents were of commercial origin and the source was as follows: Polyvinyl
alcohol (viscosity 17-99 mol % hydrolysis), polyethylene glycol (average molecular weight 1000
g.mol™), [Sigma-Aldrich USA], anti-cys LTs antibodies (monoclonal antibodies produced in rat)
[Applied Biological Materials Inc., Canada], Cys LTs Mixture (contains cys LTC,, cys LTD,, cys
LTE4; > 98 % for each compound), Leukotriene C4-0s (> 99% of deuterium labelled forms), LTD,-ds
(>99 % of deuterium labelled form), Leukotriene E4-ds (>99% of deuterated form), anti-Lipoxin A,
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antibodies (monoclonal antibodies producer in rat), anti-Lipoxin B, antibodies (monoclonal antibodies
producer in rat) [Cloud-Clone Corporation, USA], 5(S),6(S)-Lipoxin A, (>99%), 5(S),14(R)-Lipoxin
B4 (299%), 5(S),6(R)-Lipoxin Ag-ds (>99% of deuterated forms), 5(S),14(R)-Lipoxin B,-ds (=99% of
deuterated forms) [Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA], Cyanogen bromide-activated-Sepharose 4B
(= CNBr-activated Sepharose 4B), sodium phosphate monobasic monohydrate (>99.5 %) [Fluka,
Switzerland], disodium phosphate dihydrate (>99.0 %) [Riedel de Héden, Germany], sodium sulfate
(299.99 %), triethylamine, 3,5-di-terc-4-butylhydroxytoluene (= BHT; >99.8 %), sodium azide (>99.5
%), ammonium hydroxide (>99.99 %, 28 % solution in water), 2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-
propanediol (= Tris; >99.8%), sodium acetate (>99%) [Aldrich, USA], acetonitrile (Optima LC-MS),
water (Optima LC-MS) [Fisher Chemical, USA], hydrochloric acid (37 %) [Penta, Czech Republic].

The following buffers were used: Buffer A: 0.1 M Na-phosphate buffer pH 8.5 (0.034 g
NaH,PO, - H,0 and 1.442 g Na,HPO, - 2H,0 was dissolved in water and volume adjusted to 100 ml).
Buffer B: 0.1 M Na-phosphate buffer pH 7.4 (0.262 g NaH,PQO, - H,O and 1.442 g Na,HPO, - 2H,0

was dissolved in water and volume adjusted to 100 ml).

2.2 Coated antibodies on Sepharose 4B

CNBr-activated Sepharose 4B (0.3 g) was swell in ImM HCI (pH 3; 5ml) for 15 minutes. The
CNBr-activated Sepharose 4B was washed with 1 mM HCI (pH 3, 150 ml) on sintered glass filter
(porosity G3). The antibody (anti-cys LTs, anti-LXA, and anti-LXB,4, 10 mg of each antibody) was
dissolved in the buffer A (5 ml). The suspension was stirred for 5 hour at laboratory temperature. Then
the suspension was centrifuged (500 X g, i.e. 3000 rpm, temperature 4°C). The supernatant was
removed and the sorbent (Sepharose 4B with immobilization antibodies) was washed with buffer A (5
X 1 ml). After washing, 0.1 M Tris solution (blocking solution for active group on the Sepharose 4B;
pH 8; 5 ml) was added and suspension was stirred for 2 hour at laboratory temperature. The
suspension was centrifuged (500 X g, i.e. 3000 rpm, temperature 4°C) and the supernatant was
removed and washed with 0.1 M sodium acetate (pH 4; 5 ml) and buffer A (pH 8; 5 ml). The prepared

immunoafiinity sorbent was stored in buffer A with sodium azide (0.2 %, w) at temperature 4°C.

2.3 Preparation of polymer immunoparticles

A mixture of PEG (0.6 g) and deionized water (6 ml) was heated to the temperature 98°C
under stirring. After dissolution of PEG, PVA (1 g) was gradually added. After dissolution of all PVA

and clarifying solution (approx. 60-90 minutes heating of the mixture) the solution was cooled to the
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temperature 37°C. The prepared immunoaffinity sorbent (0.3 ml of each immunoaffinity sorbent with
coated antibodies anti-cys LTs, anti-LXA, and anti-LXB,) diluted with deionized water (ratio
immunoaffinity sorbent : deionized water was 1:1) was added to the polymer solution. The mixture of
polymer solution and immunoaffinity sorbent was stirred 10 minutes at temperature 37 °C. The next
step was the preparation of polymer particles which consisted in applying uniform drops (diameter of
drops — 2-3 mm, height of drops - 0.5-1 mm) on the polyethylene surface by batch meter (syringe).
The drops were dried to 25% of their original weight by evaporation of water. The polymer
immunoparticles were re-swollen in buffer B (phosphate buffer with pH 7.4). The polymer
immunoparticles were stored in a phosphate buffer B with 0.2 % sodium azide at temperature 4°C for

max. 6 months.

2.4 Clinical sample collection

The commercially available condenser EcoScreen (Jaeger, Germany) was used to collect the
samples of EBC. All clinical samples were collected between 8-12 a.m. The subjects (patients
diagnosed with various sub-types of bronchial asthma and the control group of healthy non-smokers)
were encouraged to perform a tidal breathing through a mouthpiece connected to the condenser
(-20 °C) for 5-10 minutes (volume of exhaled air was held at a constant level of 120 I) while wearing
a nose-clip. The acquired EBC volumes of samples ranged between 1-2 ml. The EBC sample (1.0 ml)
was immediately spiked with 100 pg of each deuterium-labelled internal standard (LTC,-ds, LTDy-ds,
LTE4-ds, LXAs,—ds and LXB,—ds) and subsequently frozen to —80 °C. The storage period did not
exceed one month. The detailed description of EBC collection is available elsewhere [12, 31].

2.5 Preparation of samples for LC-ESI-MS/MS analysis (“Pre-treatment method”)

The prepared immunoparticles (approx. 0.1 g, stored in buffer B with 0.2 % (w/v) sodium
azide at temperature 4 °C) were washed two times with Buffer B (1 ml) and re-suspended in 1 ml
EBC. The EBC with the immunoparticles was incubated under shaking (560 rpm) for 1 h and then
matrix of EBC was removed (pipetted out). The immunoparticles were washed three times in Buffer B
(500 ul, the immunoparticles were shanked 5 min, 560 rpm). The supernatant was removed and the
imunoparticles were washed with methanol (400 ul, the immunoparticles was shanked 10 min, 560
rpm) which caused elution of cys LTs and lipoxines from the antibody-antigen complex in the
immunoparticles. The supernatant was removed and the methanol form the sample (400 ul of cys LTs

and lipoxines solution in methanol) was stripped out by nitrogen. The residue was dissolved in 20 pul
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of mixture of acetonitrile and water (ratio 70:30 (v/v)) and the sample prepared in this way was
analyzed by HPLC-ESI-MS/MS. The immunoparticles were regenerated for the next
immunoseparation. The immunoparticles were washed five times in Buffer B (500 ul). Regenerated

immunoparticles were stored at temperature 4 °C in Buffer B (1ml) with 0.2 % sodium azide (w/v).

2.6 HPLC-ESI-MS/MS analysis

The HPLC system consisted of a quarternary pump with an Accela 1250 degasser (Thermo
Scientific, USA) and Open Accela autosampler (Thermo Scientific, USA). The mobile phase
acetonitrile and water with 1% formic acid in a ratio of 90:10 (v/v) was used for isocratic elution at a
flow rate of 150 pl/min. The injection volume was 10 ul. The HPLC analysis was carried out using a
Hypercarb Thermo 100 x 2,1 mm x 5 um connected to a Hypercarb pre-column (Thermo Electron
Corporation, USA).

A triple quadrupole mass spectrometer TSQ Vantage (Thermo Scientific, USA) was used as a
detector operating with electrospray ionization in negative mode (ESI"). For the measurement of cys
LTs, lipoxines and their deuterium-labelled analogues (LTC;-ds, LTD4-ds LTE,-ds, LXA4-ds and
LXB4-ds), tandem mass spectrometry (MS/MS) was used, where the parallel scan of particularly
detected cys LTs and lipoxines was set according to Table 1. The conditions on the mass spectrometer
were optimized and were as follows: spray voltage —2500 V, temperature of ion transfer tube 350 °C,
temperature of HESI vaporizer 350°C, pressure of sheath gas (nitrogen) 35 psi, flow of auxiliary gas
(nitrogen) 10 arbitrary units. The data were acquired and processed using the software Xcalibur 2.1.0
(Thermo Scientific, USA).

2.7 Validation of assay procedure

The analytical method was validated for the following set of parameters: accuracy, precision,

lower limit of detection (LLOD), lower limit of quantification (LLOQ) and linearity.

2.7.1 Standard preparation and calibration procedure

The cys LTs and lipoxines stock solution (20 ng/ml) was prepared by diluting biomarker
standard in mixture of acetonitrile and water (ratio 70:30 (v/v)) and was used further for the
preparation of a series of calibration samples with the following leukotriene and lipoxine

concentrations: 5, 10, 25, 50, 100, 250 and 500 pg/50 ul (each calibration sample was spiked with 250
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pg of each ISs (LTC4-ds, LTD4-ds LTE4-ds, LXA4-ds and LXB,-ds)). The peak area of particular
substances (cys LTs a lipoxines) with the assigned IS was used as the function to quantify the

concentration.

2.7.2 Accuracy, precision, recovery, LLOD and LLOQ

Accuracy, intra-day precision and inter-day precision were determined at three different levels
of cys LTs (LLOQ = low level; medium, and high level). Accuracy was evaluated by comparing the
mean calculated values (n = 5 for each concentration level) with the respective nominal concentration
values of cys LTs and lipoxines added to the biological matrix. Intra-day precision was determined by
measuring 5 replicates per concentration level, on the same day. Inter-day precision was assessed by
analysing 5 replicates per concentration level, on five consecutive days.

LLOD was defined as the lowest concentration of the analyte which gave a peak response with
a signal to noise ratio (S/N) of at least three. LLOQ was defined as the lowest concentration of the
analyte: (1) which could be reliably quantified with a precision not exceeding 20% of the relative
standard deviation (RSD) and accuracy not deviating more than +20% of the actual value and (2)
which gave a peak response with a S/N of at least 10 [24]. Both LLOQ and LLOD were determined
empirically using consecutive dilutions of cys LTs in free matrix of biological fluid (repeat separation
of cys LTs and lipoxines from EBC by immunoextraction with immunoparticles). The linearity of the
method was investigated by using linear regression analysis [32].

For the extraction recovery, cys LTs and lipoxines (at three concentration levels: LLOQ,
medium and high level) and their internal standards (LTC4-ds, LTD,-ds, LTE4-ds, LXA4-ds and LXB,-
ds, amount 100 pg) were added to cys-LTs and lipoxines-free matrix EBC (1ml; prepared by
combining EBC samples from healthy subjects and repeatedly performing the separation of cys LTs
and lipoxines by imunoextraction) and then separated with immunoparticles by following a procedure
described in Section 2.5 and quantified by HPLC-ESI-MS/MS methods.

2.8 Clinical study

The objective of the clinical study was to verify the possibility of using immunoaffinity
separation as a pre-treatment method in combination with HPLC-ESI-MS/MS for the evaluation of
clinical samples. EBC samples were collected from persons with various sub-types of bronchial
asthma (mild to severe occupational asthma (43 subjects), steroid-resistant asthma (37 subjects),
moderate with (44 subjects) and without corticosteroids therapy (41 subjects)). The control group was
represented by 57 subjects with similar average age (46-54 years, male) and gender without bronchial

asthma diagnosis (healthy subjects). The samples collected during the clinical study were worked up
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by the above-mentioned immunoaffinity separation and the concentration levels of cys LTs were
determined by HPLC-ESI-MS/MS.

The study was carried out according to the Helsinki Declaration. The Ethics Committee of the
1st Faculty of Medicine, Charles University, approved all examinations and tests, and all of the study

subjects gave their written informed consent for all tests and examinations.

2.9 Statistical analysis

The acquired data were statistically analyzed using the software Statistica, version 7.0. The
statistical analyses were materialized using Student’s t-test, where the P values were considered

significant if p < 0.05.

3. Results and discussion

A method based in combination of immunoaffinity separation of cys LTs and LXs by polymer
immunoparticles and HPLC-MS/MS detection has been developed. Immunoseparation based on the
interaction between antigen (cys LTs and LXs) and antibody (anti-cys LTs and anti-LXs
immunoglobulins), offer a highly specific way of isolating a biomarker from complex biological
matrices such as exhaled breath condensate, plasma, cerebrospinal fluid, etc. Anchoring the antibodies
in polymer porous matrix offers not only high selectivity toward desired biomarker(s), but the polymer
lens also allows easy and rapid separation and the possibility of reusability with excellent lifetime. A
general scheme of the developed method is shown in fig. 1. The first step of the procedure was the
preparation of the polymer immunoparticles with an antibody against cys LTs (= anti-cys LTs) and
LXs (= anti-LXA, and anti- LXB,). The second step was immunoseparation of cys LTs and LXs by
polymer particles from clinical sample (EBC). After the immunocapture, the immunoparticles were
removed from the EBC and immediately washed in order to remove non-binding components. The
concentrated and purified cys LTs and LXs bound to the immunoparticles were then eluted with
appropriate solvent, and subsequently detected by HPLC-ESI-MS/MS. However, it was also possible

to analyze them after the elution by traditional immunochemical methods like ELISA.

3.1 Immunoseparation

Due to the very low concentration of cys LTs and LXs present in biological samples, their

separation and pre-concentration prior to the HPLC-ESI-MS/MS analysis is highly desirable. The
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separation was performed using polymer immunoparticles anchored anti-cys LTs, anti-LXA, and anti-
LXB, antibody. The preparation of anti-cys LTs and anti-LXA, and anti-LXB, polymer
immunoparticles was realized according to a procedure described in the experimental part (see chapter
2.3). The first step of the procedure was the preparation of the immunoaffinity sorbent (Sepharose 4B)
with antibodies. Immunoaffinity sorbents for immunoseparation of cys LTs and LXs from biological
matrix are limited with stability for repetitive use (immunoaffinity sorbent exhibit a poor mechanical

separation from an aqueous environment since boundless layers of water-sorbent are produced).

The immunoaffinity sorbents with antibody were immobilized in polymer matrix (for matrix
was used biocompatibility polymer - mixture of PVA and PEG). The key parameter of polymer
immunoparticles is the their surface structure, which must not meet only the requirement of the
impossibility of passing of antibodies from the core of immunoparticles to the surrounding
environment (biological matrix or washing buffer), but also must allow passing the antigen — a
biomarker (cys LTs and LXs) to the antibody in the core of immunoparticles without significant
diffusion limitations. Ways to reduce the demands on the requirement of the pore size in polymer
structure is to increase the difference in size between the two key molecules (antigen versus antibody)
by immobilizing the antibody to a suitable polymer surface. This was achieved by using antibodies
immobilized on Sepharose 4B (procedure preparation — see chapter 2.2). The preparation of polymer
immunoparticles consists of preparing a polymer mixture containing PVA, PEG and deionized water
at temperature 98 °C. In this phase PVA was cross-linking. After cooling the mixture to temperature
35-37 °C, antibodies immobilized on Sepharose 4B were added. The polymer mixture with antibodies
(temperature of mixture — 35-37°C) was dripped on a polyethylene plate in the form of lenses. The
surface of prepared lenses was dried so they did not dissolve during the next step — swelling of lenses
in phosphate buffer (pH 7.4), where the leaching of PEG from the surface of the lens occurred and a
porous structure was formed. The lenses prepared by this way were used for the separation of a
biomarker from a complex matrix.

The immunoseparation of cys LTs and LXs by antibodies immobilized in polymer
immunoparticles was realized by the procedure described in experimental part (see chapter 2.5).
During the optimization of immobilization and affinity capture, if not stated otherwise, a mixture of
cys LTs (LTC4, LTD, and LTE,; amount of each substance 100 pg) and LXs (LXA, and LXBy;
amount of each substance 100 pg) dissolved in water (1.0 ml) was used as a sample. The
immunoparticles in samples were incubated under shaking at 25 °C for 1 h and the supernatant was
removed. The immunoparticles were washed three times with Buffer B (500 pl). The supernatant was
removed and the elution of cys LTs and LXs from the antibody-antigen complex and regeneration of
cys LTs and LXs antibodies immobilized in the polymer immunoparticles for re-use was performed

using methanol (400 pl). The immunoparticles with methanol were shanked for 10 min and the
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methanol with cys LTs and LXs was removed. The immunoparticles were washed five times in Buffer
B (500 pl) and finally were stored in Buffer B (1000 pl) for the next immunoseparation. The isolation-
elution procedure of purified cys LTs and LXs was repeated ten times using the same affinity probe.
After the last cycle no reasonable loss of capacity was determined (approx. loss activity of antibody
after ten cycles was determined as 6.3 % for each of cys LTs, 5.8 % for LXA, and 6.1 for LXB,).

The immunoextraction step was optimized to obtain conditions exhibiting high reproducibility
and precision. The experiments were performed with externally added cys LTs and LXs into cys LTs
and LXs-free EBC matrix (obtained by repeated immunoextraction by immunoaffinity sorbent) and
0.1 g of immunoparticles. This amount was selected based on the binding capacity (which was
determined to be 1.72 ng for LTC,, 1.67 ng for LTD,, 1.12 ng for LTE,4, 2.11 ng for LXA, and 2.23 ng
for LXB,4 / 0.1g polymer immunopaticles) and expected levels of cys LTs and LXs in EBC clinical
samples which range in the interval of 20 — 200 pg/ml of EBC (citace).

The time dependence of the immunoseparation of cys LTs and LXs levels by the immunoparticles
(0.1 g immunoparticles: 100 pg 8-iso PGF,, in 1 ml of EBC) is shown in Fig. 2. With prolongation of
the immunoseparation time, the separated amount of cys LTs and LXs from EBC increased, however,
the decomposition of the substances occurred because of their known temperature unstability
(temperature of immunoseparation ~ 25 °C). After achieving the maximum separated amount (30
min), a degradation process started to prevail, therefore the optimal period for the immunoseparation
of cys LTs and LXs from EBC was determined as 30 min.

Polymer immunoparticles with coated antibody (anti-cys LTs, anti-LXA, or anti- LXB,4) were
compared with a mixture of polymer immunoparticles with three different specific antibodies - anti-
cys LTs, anti-LXA, or anti- LXB,. The prepared polymer immunoparticles were compared on the
basis of determined specificity of the antibodies — see Table 3. The polymer immunoparticles with an
anti-cys LTs antibody demonstrated worse specificity to LTE, (65 %), which is comparable to the
specificity of its metabolite N-acetyl-LTE, (60 %). Antibodies against individual leukotrienes (anti-
LTC,, anti-LTD, and anti-LTE,) show a high cross reaction with the leukotriene of the fifth row (e.g.
LTCs, LTDs and LTEs), but these leukotrienes are not involved in the pathophysiology of bronchial
asthma. Other eicosanoids demonstrate low levels of cross-reactions with all types of tested

antibodies.

3.2 UHPLC-ESI-MS/MS analysis

The determination of picogram levels of cys LTs and LXs in EBC (alternatively urine or
plasma) is a tractable problem when the HPLC-MS/MS method is employed. Using HPLC-MS/MS
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offers not only high selectivity, sensitivity, accuracy and precision, but also high throughput, which is
important for a method designated for routine practice.

The UHPLC conditions were optimized with respect to the limitations of the ionization
method (electrospray ionization, ESI) and also with the emphasis on high detector sensitivity
(HypercarbThermo (5 um); mobile phase acetonitrile: 1 % formic acid in water 90:10 (v/v); isocratic
elution at a flow of 150 pl/min). The LC method allowed the separation of monitored individual cys
LTs (LTC4: tr = 0.5 min, LTDy: tg = 0.7 min, LTE,: tr = 1.2 min; LXA4: tg = min and LXB,: tg =
min; dead time of column: tz = 0.9 min, Fig. 4). The mass-spectrometric detection was realized using
negative electrospray ionization (ESI") in a very selective SRM mode. The collision energy (CE) and
other parameters related to the mass spectrometer were optimized in order to acquire maximal yield of
the dissociation and thereby high sensitivity of the developed method (see the experimental part —
chapter 2.6). With regard to the sensitivity of the biomarkers to several factors, it is essential to label
the sample immediately after the collection with an isotope-labelled internal standard (addition of 100
pg of LTCy-ds, LTD4-ds, LTE,;-ds, LXA4-ds and LXB,-ds to 1 ml of EBC). This allows a highly
precise quantification together with monitoring the changes in sample composition which occur during

its processing (‘“stable-isotope dilution assay™).

3.3 Calibration procedure

The calibration graphs for cys LTs were constructed for EBC (matrix was originally free of
cys LTs). The calibration was created from artificially prepared samples with increasing amounts of
cys LTs and their corresponding internal standards (100 pg of particular internal standard in 1 ml of
EBC) after the pre-treatment with polymer immunoparticles with anti-cys LTs and anti LXs
antibodies. The samples were immediately analyzed by HPLC/MS in the SRM mode. The calibration
graphs were formed using the ratio of a particular biomarker peak area to the corresponding internal
standard peak area (axis X) versus the biomarker concentration in the mobile phase (axis y). The
calibration curve was evaluated by the least square regression in the form y = ax + b. The results are
summarized in Table 3. All cys LTs exhibited a linear dependence within the range starting at the
LLOQ up to 5000 pg with the Pearson’s correlation coefficients (R?) higher than 0.998 for all analytes

(the acceptable value of R? for each calibration curve was R? > 0.99).

3.4 Method validation

The validation parameters of the method, such as the accuracy (RE) and intra and inter-day

precision (RSD), were assessed by analyzing three various concentration levels of the cys LTs and
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LXs, which were determined five times by the developed method consisting of separation with
polymer immunoparticles with anti-cys LTs and anti-LXs antibodies and HPLC-ESI-MS/MS in an
independent series of spiked EBC samples. The values of accuracy and precision for each cys LT and
LXs in EBC were evaluated and are listed in Table 4. The values of LLOD and LLOQ are summarized
in Table 5.

3.6 Human study

In this study, EBC, plasma and urine were acquired from a group of subjects diagnosed with
various subtypes of bronchial asthma (mild to severe occupational asthma, steroid-resistant asthma
with corticosteroid therapy, moderate with and without corticosteroids therapy) and a control group of
healthy subjects, and the concentration values of cysteinyl leukotrienes were determined. All groups
were of a similar average age and equal gender (45-54 years, male subjects). The control group was
limited to individuals without bronchial asthma and other respiratory disorders. All samples were
collected between 8 to 12 a.m. Table 7 and Figure S4 depict the results of the clinical study. In the
EBC matrix, substantial differences in the levels of LTC, and LTE, were observed among the groups
of subjects. No significant difference in the LTD, levels for the diagnosis was found, although its
average level was higher in the subjects with bronchial asthma (24.4 + 8.5 pg/ml) compared to
controls (16.4 £ 4.9 pg/ml). However, the confidence intervals were overlapping and this parameter
thus seemed statistically insignificant. The variations observed in matrices of both clinical groups were
relatively tenuous; nevertheless, the values of mean concentrations demonstrated a statistical
significance. The highest statistically significant difference in the concentrations levels of cys LTs for
patients and the control group was seen for sums of cys LTs in EBC (see Fig. S4D). On the other
hand, cys LTs in plasma and urine in the patients and controls group did not statistically differ (see
Fig. S4E-L).

The developed diagnostic method was also applied in a clinical experiment, the aim of which
was to verify the possibility of monitoring the course of an allergic disease or therapeutic procedure. A
non-specific bronchoprovocation test was performed in a group of volunteers (10) who were
administered histamine, and EBC was collected both before the test and subsequently in ten minute
intervals. From the results obtained (Fig. 5) it is clear that the subject responded to histamine by
increased production of cys LTs, whose levels finally returned to the initial concentration. The test
showed that this method has the potential for monitoring the level of inflammation [35] and the

effectiveness of the elimination from the exposure to the allergen or therapeutic procedures.
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4  Conclusion

An analytical method was developed for a parallel, rapid and precise detection and quantification
of cysteinyl leukotrienes in three different biological matrices (EBC, urine, plasma). The assay
incorporated a pre-treatment step for a rapid and effective pre-concentration (immunomagnetic
particles with anchored anti-cys LTs antibodies) of markers present in biological samples in low
concentrations. This step complied with the requirements of a rapid and mild isolation prior to
subsequent analysis that was compatible with the limited stability of cys LTs. Magnetic and
mechanical properties of the developed immunomagnetic tool also allowed its repeatable use for
sample pre-concentration. UHPLC-ESI-MS/MS was used as the detection method, where the MRM
mode was used for its extremely high degree of sensitivity and selectivity. Stable-isotope dilution
assay was employed for its high precision in quantification, which has been established as the
technique of choice for trace analyses of various compounds present in complex biological matrixes.
The combination of mass spectrometry detection with liquid chromatography separation was selected
to retain the analytes from the solvent front. The analytical procedure was optimized and validated.
The precision values for cys LTs in the EBC, urine and plasma ranged in an interval of 7.2-13.6 %
(intra-day precision, determined as RSD), and recovery values ranged in an interval of 93.1-97.1 %.
The performed clinical study confirmed the possibility of differential diagnosis of bronchial asthma
using the developed pre-treatment method for the determination of cys LTs in EBC. The simplicity,
rapidity, and robustness of the whole method make it suitable for use as a high-throughput assay in

routine clinical biochemical laboratories.
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Fig. 1 Time dependence extraction of cys LTs and LXs from EBC sample

75



536 Table1l SRM transitions, collision energies (CE) and voltage on S-lens for cys LTs, LXs and
537 their internal standards

538

539

540 Anatyte SRM transmitions CE S-Lens
541 (mz — m/z) (eV) (V)
542 LTC, 6241 — 351.2 17 58
543  LTC,ds 629.1 — 356.2 17 58
544  LTD, 4952 — 477.3 16 52
545  LTD,-ds 500.2 — 482.3 16 52
546 LTE, 4382 — 333.1 16 47
547  LTE4ds 4432 — 338.1 16 47
548  LXA, 3512 —» 115.0 17 45
549  LXA-ds 356.2 — 120.0 17 45
550 LXB, 3512 —» 2211 17 48
551  LXBg4-ds 356.2 — 226.1 17 48
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552  Table 2 Specificity of polymer immunoparticles

553

554 Analyte Antibody

555 anti-cys LTs anti-LXA, anti-LXB, mix of anti-cys LTs and anti-LXA, and anti-LXB,
556 LTC, 100 % <0.1% <0.1% 100 %
557 LTD, 100 % <0.1% <0.1% 100 %
558 LTE, 65 % <01% <01% 65 %
559 LXA, <0.1% 100 % 23 % 100 %
560 LXB, <0.1% 31 % 100% 100 %
561 LTB, <0.1% 18% 12 % 8.7%
562 LTF, 12% <0.1% <0.1 58%
563  N-acetyl LTE, 60 % <01% 24 % 31 %
564 LTBs <0.1% 4.9 % <0.1% 1.2%
565 LTCs 67 % <0.1% 44 % 35 %
566 LTDs 53 % <0.1% 56 % 32 %
567 LTEs 36 % <0.1% 44 % 24 %
568  Arachidonic acid <0.1% 8.7% <0.1% 21%
569 Prostaglandin E; <0.1% 3.7% <0.1% 1.1%
570 Prostaglandin D, <0.1% 2.8% <0.1% 0.7 %
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582

Table 3

Linear regression analysis of calibration curve (n = 10) for cys LTs and LXs

Substance Slope Intercept SD RSD[ %] R?

LTC, 654.12 -28.45 15.87 2.43 >0.9981
LTD, 687.24 -34.17 15.49 2.25 >0.9983
LTE, 784.12 -47.1 16.26 2.07 >0.9980
LXA, 632.24 -24.5 13.87 2.19 >0.9984
LXB, 607.15 -21.1 14.25 2.35 >0.9983
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583 Table4 Validation parameters (accuracy, precision and recovery) for methods combination

584 separation by polymer immunoparticles and LC- MS/MS analysis
585

586

587  Concentration Precision RSD (%) Accuracy Recovery
588 Intra-day Inter-day RE (%) (%)
589

500 LTC,

591 LLOD 10.2 10.8 -11.2 93.2
592 50 pg/ml 9.4 9.9 -9.7 95.2
593 100 pg/ml 8.5 8.8 -8.4 96.3
594  LTD,

595 LLOD 10.0 10.5 -10.8 90.2
596 50 pg/ml 9.3 9.6 -94 94.2
597 100 pg/ml 8.4 8.6 -85 96.0
598 LTE,

599 LLOD 9.7 10.2 -10.1 87.3
600 50 pg/ml 8.3 8.7 -9.0 91.2
601 100 pg/ml 7.2 7.5 -8.3 93.4
602 LXA,

603 LLOD 9.8 10.3 -9.8 90.3
604 50 pg/ml 9.5 9.9 -9.3 92.6
605 100 pg/ml 8.9 94 -8.6 95.1
606 LXB,

607 LLOD 10.2 10.6 -10.2 90.8
608 50 pg/mi 9.7 10.0 -9.7 92.1
609 100 pg/ml 9.2 9.6 -8.4 94.7
610
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611 Table5 Validations parameters for methods consist of immunoseparation and LC- MS/MS

612 detection — lower limit of detection (LLOD) and quantification (LLOQ)
613 LLOD (pg/ml) LLOQ (pg/ml)

614

615 LTC, 4 10

616 LTD, 3 9

617 LTE, 3 8

618 LXA, 2 7

619 LXBy, 2 7
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Table 6 Results of the clinical study (95 % confidence interval)

LTC, LTD, LTE, LXA, LXB,
Occupational asthma 62-101 14-45 43-126 20-26 16-21
Steroid-resistant asthma 54-78 18-43 48-87 11-16 6-11
Moderate asthma without therapy 45-83 22-29 54-93 27-32 21-25
Moderate asthma with therapy 32-58 18-25 38-72 42-54 36-41
Controls 23-37 13-19 34-48 61-80 59-67
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