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Anotace 

 

 PŚedkl§dan§ pr§ce se zabĨv§ problematikou obt²ģnŊ l®ļiteln®ho astmatu (OLA). 

V r§mci pr§ce byla vytvoŚena metodika na b§zi molekul§rn² diagnostiky z matrice, 

kondenz§tu vydechovan®ho vzduchu (KVV), umoģŔuj²c² nejen diagnostiku OLA, ale z§roveŔ 

podle n² lze oddŊlit ostatn² fenotypy astmatu. St§vaj²c² molekul§rn² diagnostika zaloģen§ na 

biomarkerech zn§mĨch jako cysteinylovan® leukotrieny byla rozġ²Śena o antiastmaticky 

pŢsob²c² lipoxiny, jejichģ receptory mohou znamenat zaj²mavĨ c²l pro potenci§ln² nov§ 

farmaka s antiastmatickĨm ¼ļinkem. Vyvinut§ metodika byla pouģita v klinick® studii, ļ²mģ 

byla potvrzena moģnost jej² aplikovatelnosti i s ohledem na fenotypizaci astmatu. 

  Z§roveŔ byla provedena studie zabĨvaj²c² se stanoven² serotoninu v KVV s c²lem 

posoudit pozitivn² ovlivnŊn² OLA antidepresivy ze skupiny SSRI (selective serotonine re-

uptake inhibitors). V KVV  byly zjiġtŊny vysok® hladiny serotoninu, coģ je v kontradikci k 

pŢvodn²mu pŚedpokladu. SouļasnŊ se tak nab²z² hypot®za, ģe OLA patrnŊ funguje na 

odliġnĨch molekul§rn²ch principech, kter® jsou patrnŊ dŢvodem terapeutick® ne¼ļinnosti 

bŊģnŊ pouģ²vanĨch l®ļiv.  
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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 POUĢITħCH ODBORNħCH ZKRATEK 
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12 ï LO  12-lipoxygen§za 
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ASA   acetylsalicylov§ kyselina  

BAL   bronchoalveol§rn² lav§ģ  

BFFB   bronchi§ln² tekutinovĨ film 

CT   poļ²taļov§ tomografie  

cysLTs   cysteinylovan® leukotrieny  

eNose   elektronickĨ nos  

ESWT   ġestiminutovĨ vytrvalostn² ļlunkovĨ test chŢz² 

FeNO   frakļn² exkrece oxidu dusnat®ho 

FEV1   usilovnŊ vydechnutĨ objem za 1 sekundu  

GIT   gastrointestin§ln² trakt 

HMDB The Human Metabolome Database 

HPLC   vysoko¼ļinn§ kapalinov§ chromatografie 

ISWT   stupŔovanĨ ļlunkovĨ test chŢz² 

KVV    kondenz§t vydechovan®ho vzduchu  

LC-MS kapalinov§ chromatografie s hmotnostn² spektrometri² 
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LTB4 leukotrien B4 
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LTC4 leukotrien C4 
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SRM   Selected Reaction Monitoring  

SSRI   selective serotonin re-uptake inhibitors 

VOCs   tŊkav® organick® l§tky 

TSDA Two Sample Differential Analysis 
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1. ĐVOD 

 

PŚedkl§dan§ pr§ce se zabĨv§ onemocnŊn²m, kter® se obvykle oznaļuje jako bronchi§ln² astma. 

Toto onemocnŊn² je zn§mo velmi dlouho a na ¼rovni jeho diagnostiky a terapie bylo uļinŊno mnoh®. 

Z tohoto dŢvodu je tato oblast v povŊdom² jak laick®, tak i profesn² veŚejnosti povaģov§na za 

farmakoterapeuticky zvl§dnutou, neboŠ v souļasn® dobŊ existuje velk® mnoģstv²m pŚ²pravkŢ, kter® 

nab²zej² Śadu alternativ pro ĂfarmakoterapeutickĨ n§vratñ k v²cem®nŊ norm§ln² kvalitŊ ģivota. VģdyŠ 

na pŚ²kladu desetibojaŚe Tom§ġe DvoŚ§ka lze demonstrovat, ģe astmatik je schopen vyhr§t i 

olympijsk® hry v nejtŊģġ² atletick® discipl²nŊ. Toto je dŢvod, proļ je t®ma astmatu velmi ļasto 

nepr§vem pŚehl²ģeno a pouze odborn§ ļ§st veŚejnosti vn²m§ neust§le se zvyġuj²c² incidenci tohoto 

onemocnŊn², klesaj²c² vŊk prvn²ho astmatick®ho z§chvatu, obrovsk® ļ§stky plynouc² na 

farmakoterapeutick® zvl§dnut² tohoto chronick®ho onemocnŊn² a nepŚ²zniv® odhady jeho budouc²ho 

vĨvoje. Za t²m vġ²m stoj² neust§le se zhorġuj²c² kvalita ģivotn²ho prostŚed², rŢst poļtu alergenŢ, 

sniģuj²c² se obranyschopnost organismu atd. V kaģd®m pŚ²padŊ je k dneġn²mu datu SvŊtovou 

zdravotnickou organizac² registrov§no 300 mili·nŢ lid² trp²c²ch bronchi§ln²m astmatem.  

Pokud se pod²v§me na statistiky SvŊtov® zdravotnick® organizace, zjist²me, ģe bronchi§ln² 

astma je moģn® zvl§dnout v 95 ï 97% diagnostikovanĨch pŚ²padech, coģ je jistŊ skvŊl§ vizitka pro 

zdravotnictv² a farmaceutickĨ prŢmysl. Kdo vġak je tŊch zbylĨch 3 ï 5 procent pacientŢ, kteŚ² na 

farmakoterapii nereaguj². CelosvŊtovĨ poļet tŊchto nemocnĨch je 9 ï 15 mili·nŢ, coģ je poļet, kterĨ je 

srovnatelnĨ s poļtem obyvatel Ļesk® republiky v t® minimalistick® hodnotŊ, aģ bĨval®ho 

Ļeskoslovenska. Tito pacienti jsou oznaļov§ni jako obt²ģnŊ l®ļiteln² astmatici (OLA), protoģe 

nereaguj² na ģ§dnou existuj²c² farmakoterapii, ani na tu nejrazantnŊjġ² (kortikoidn² l®ļbu). Z toho 

dŢvodu je pro nŊ n§vrat k Ăplnohodnotn®muñ ģivotu ļasto nedosaģitelnĨm c²lem. Pokud se d§le 

pod²v§me do statistik, byŠ m®nŊ dŢvŊryhodnĨch, neģ jsou ty vytvoŚen® SvŊtovou zdravotnickou 

organizac², zjist²me, ģe jeden z nejhorġ²ch pocitŢ, kter® v ģivotŊ mŢģe nastat, je pocit nedostatku 

vzduchu (resp. kysl²ku). Tento pocit pak charakterizujeme slovem duġen². Obt²ģnŊ l®ļitelnĨ astmatik 

se ve sv® podstatŊ dus² celĨ ģivot a m§ jen malou nadŊj² na zlepġen², kter®ho lze dos§hnout pouze 

nalezen²m nov®ho l®ku. Na druhou stranu, pokud se na tuto skuteļnost pod²v§me prizmatem 95 ï 97% 

¼spŊġnŊ l®ļenĨch, zjist²me, ģe OLA je vlastnŊ neexistuj²c²m probl®mem.  

PŚedkl§dan§ pr§ce se zabĨv§ pr§vŊ touto skupinou pacientŢ a snaģ² se nal®zt rozd²l, kterĨ 

odliġuje OLA od dalġ²ch fenotypŢ astmatikŢ. ZjiġŠuje, zda je moģn® OLA pacienty jiģ v r§mci 

diagnostiky odliġit, a v neposledn² ŚadŊ se snaģ² zjistit, proļ se velice ļasto po pŚedeps§n² antidepresiv 

OLA pacientŢm jejich klinickĨ obraz zlepġ². V r§mci pŚedkl§dan® pr§ce se pokus²m na vġechny tyto 

ot§zky odpovŊdŊt.   
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2. LITERĆRNĉ ĻĆST 

 

2.1 Bronchi§ln² astma 
 

Bronchi§ln² astma (latinsky asthma bronchiale) zn§m® tak® jako prŢduġkov® astma je chronick® 

z§nŊtliv® onemocnŊn² dĨchac²ch cest. Mezi nejļastŊjġ² projevy onemocnŊn² patŚ² zejm®na z§chvaty 

duġnosti s intervaly norm§ln²ho dĨch§n², coģ bĨv§ nejļastŊji vyvol§no z¼ģen²m hyperreaktivn²ch 

bronchŢ [13, 27]. Pro mnoho lid² astma znamen§ poruchu, pŚi kter® jsou charakteristick® zejm®na 

nepŚ²jemn® Ăp²skotyñ. Ve skuteļnosti jsou vġak tyto p²skoty pravdŊpodobnŊ nejzŚejmŊjġ²m projevem 

poruchy, na kter® se ¼ļastn² vŊtġina organismu. U postiģen®ho ļlovŊka pak doch§z² k pocen², ¼navŊ, 

stŚevn²m poruch§m, z§vrat²m a bolestem na hrudi. Hlavn² pŚ²ļinou je staģen² dĨchac²ch cest a 

pŚeruġen² pŚ²stupu vzduchu do plic. U asi poloviny pŚ²padŢ astmatu je bezprostŚedn² pŚ²ļinou stahu 

dĨchac²ch cest a nadmŊrn® sekrece hlenu alergick§ reakce, pŚiļemģ povaha alergenu mŢģe bĨt velice 

rŢzn§. Asi 30% dospŊlĨch a aģ 80% dŊt² s astmatem vykazuje pŚ²znaky nemocnŊn² po expozici 

vĨkalŢm roztoļŢ ģij²c²ch v dom§c²m prachu [12, 27].  

2.1.1 Obt²ģnŊ l®ļiteln® astma (OLA)  

V souļasn® dobŊ na svŊtŊ ģije pŚibliģnŊ 350 milionŢ lid² trp²c²ch astmatem (cca 5% lid²) [13]. 

D²ky pokroku farmakologick®ho vĨzkumu se podaŚilo zav®st do klinick® praxe ġirokĨ vĨbŊr ¼ļinnĨch 

l®kŢ, kter® vŊtġinŊ nemocnĨch trp²c²ch bronchi§ln²m astmatem umoģŔuj² velmi dobrou nebo dokonce 

¼plnou kontrolu nad nemoc². Navzdory tomu ale st§le existuj² nemocn², kteŚ² pŚes adekv§tn² l®ļbu trp² 

kaģdodenn²mi astmatickĨmi obt²ģemi. V tomto pŚ²padŊ se jedn§ o tzv. obt²ģnŊ l®ļiteln® astmatiky 

OLA (anglicky Difficult to treat asthma (DTA)). Do t®to skupiny spadaj² jednak lid®, jejichģ rezistence 

k l®ļbŊ je zpŢsobena ġpatnou diagn·zou, pŚ²padnŊ ġpatnŊ zvolenou l®ļbou, nebo lid®, jejichģ l®ļba je 

komplikov§na jinou nemoc², nebo lid®, na kter® nezab²r§ ģ§dn§ z doposud zn§mĨch l®ļebnĨch metod.  

TŊchto naposledy zm²nŊnĨch obt²ģnŊ l®ļitelnĨch astmatikŢ (nezab²r§ na nŊ ģ§dn§ ze zn§mĨch 

l®ļeb) je pŚibliģnŊ 5% (17,5 milionu lid²) a mŢģeme u nich pozorovat intenzivn² kaģdodenn² obt²ģe 

s vĨraznĨm omezen²m jejich denn² aktivity a naruġen²m kvality sp§nku a to i pŚesto, ģe dobŚe 

spolupracuj², dodrģuj² veġker§ reģimov§ opatŚen² a jsou l®ļeni nejmodernŊjġ²mi l®ļebnĨmi postupy. 

Tito astmatici vyboļuj² intenzitou svĨch obt²ģ² ze skupiny pacientŢ, kter® lze klasifikovat jako tŊģk® 

astmatiky, pŚ²padnŊ astmatiky trp²c² nekontrolovatelnĨm astmatem, a je proto u nich nutn® zav®st 

specifickĨ diagnostickĨ i l®ļebnĨ postup [20].   
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2.2 DĨch§n² [11, 27] 

 

Lid® netrp²c² ģ§dnĨmi dĨchac²mi obt²ģemi dĨchaj² vzduch, kterĨ pŚich§z² do plic dĨchac²mi 

cestami ï tracheou (prŢduġnic²) a bronchy (prŢduġkami). PŚi vdechu se vzduch nas§v§ do plic, kter® 

obsahuj² pŚibliģnŊ 300 milionŢ alveolŢ (plicn²ch skl²pkŢ). Alveoly jsou obklopeny velice tenkou 

stŊnou, coģ umoģŔuje, aby kysl²k velmi rychle a pŚi kaģd®m vdechu pŚech§zel stŊnami alveolŢ do 

krve. SouļasnŊ se oxid uhliļitĨ (metabolit ļinnosti bunŊk) dost§v§ z krve opaļnĨm smŊrem tj. pŚes 

stŊny alveolŢ do dĨchac²ch cest a ven z tŊla pŚi kaģd®m vĨdechu [14].  

Struktura nosu a jeho hlenov® pokryt² (vazkĨm hlenem) na sliznic²ch zpŢsobuje, ģe vŊtġina 

pevnĨch ļ§stic ze vzduchu je zde odfiltrov§na. Kdyģ vġak ļlovŊk nŊkolikr§t opakovanŊ vdechne ¼sty 

nebo kdyģ je ve vzduchu ļ§stic mnoho, nŊkter® z nich se dostanou aģ do plic.  

DĨchac² cesty maj² senzorick® i motorick® nervy; senzorick® nervy jsou pevnĨmi ļ§sticemi 

dr§ģdŊny, coģ vede k rychl®mu, explozivn²mu vĨdechu, kterĨ se nazĨv§ kaġel (pouze v pŚ²padŊ, ģe je 

vyvol§n prŢduġkami) nebo kĨchnut² (pouze v pŚ²padŊ, ģe je vyvol§n nosem). ObŊma zm²nŊnĨmi 

zpŢsoby pak ļlovŊk vypuzuje ciz² ļ§stice do okoln²ho vzduchu.  

Svalov® buŔky jsou pŚ²tomny v cel® trachee a bronġ²ch. Motorick® nervy, kter® tyto svaly 

ovl§daj², uvolŔuj² acetylcholin. Acetylcholin zpŢsobuje stahy svalovĨch bunŊk, z¼ģen² dĨchac²ch cest 

a produkci hlenu, kter§ vede k zachycen² bakteri², mal®ho hmyzu a ļ§steļek prachu, a br§n² jim tak 

v proniknut² do plic, kde by mohly zpŢsobit poġkozen² jemn® stŊny plicn²ch skl²pkŢ. DĨchac² cesty 

jsou d§le vystl§ny buŔkami s jemnĨmi vl§sky (ciliemi), kter® trvale posunuj² hlen a hlenem zachycen® 

ļ§stice do ¼st a nosu, kde pak doch§z² k jejich odstranŊn² kĨchnut²m, polknut²m nebo plivnut²m.  

Obr§zek 1 - DĨchac² soustava [11] 
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PŚi astmatu se svalov® buŔky dĨchac²ch cest stahuj² nadmŊrnŊ, ļasto doch§z² i ke zvĨġen® 

sekreci hlenu, kterĨ je u nemocnĨch s astmatem abnorm§lnŊ vazkĨ a hustĨ, coģ mŢģe v®st aģ 

k zablokov§n² dĨchac²ch cest. Svalov® kontrakce a tvorba hlenu jsou ļasto zvĨġeny pŚi plicn²ch 

infekc²ch, v jinĨch pŚ²padech vġak mohou bĨt vyvol§ny napŚ. alergiemi, stresem nebo ¼zkost² (k tomu 

pak doch§z² zejm®na u dŊt² a dosp²vaj²c²ch). Z¼ģen² dĨchac²ch cest omezuje pŚ²sun vzduchu 

(tj. kysl²ku do plic) a u nemocnĨch se projev² obt²ģnĨm dĨch§n²m, p²skotem a kaġlem. V extr®mn²ch 

pŚ²padech mŢģe zejm®na kvŢli ucp§n² dĨchac²ch cest hlenovĨmi z§tkami doj²t aģ k smrti pacienta 

zaduġen²m. Tomuto lze pŚedej²t pouze vļasnĨ odblokov§n²m z¼ģen² dĨchac²ch cest. NŊkdy je 

zapotŚeb² umŊl®ho dĨch§n² a tŊģce nemocn² pacienti se umisŠuj² na plicn² ventil§tor; takovĨ postup 

mŢģe nemocnĨm zachr§nit ģivot. 

 

2.3 Chronick® astma 

 

Pokud je nemocnĨ vystaven ciz²m alergenŢm po delġ² dobu, mohou nastat dvŊ komplikace, 

kter® znaļnŊ l®ļbu astmatu ztŊģuj².  

Prvn² z nich je z§nŊt tk§n² prŢduġek, pŚi kter®m se rozġ²Ś² krevn² c®vy a tekutina pronik§ do 

tk§nŊ, coģ jeġtŊ v²ce zuģuje dĨchac² cesty. DruhĨm probl®mem je pak to, ģe v dŢsledku z§nŊtu se 

stanou svalov® buŔky hyperreaktivn²mi na pŚirozen® slouļeniny ï medi§tory, kter® vyvol§vaj² stahy 

svalŢ. T²m p§dem se bŊģnŊ pod§van® l®ky, kter® maj² br§nit svalovĨm stahŢm a rozġiŚovat tak dĨchac² 

cesty, st§vaj² m®nŊ ¼ļinnĨmi. Tato hyperreaktivita tak® zpŢsobuje, ģe nemocn² astmatem zaļnou 

mnohem v²ce neģ ostatn² lid® reagovat na vlivy, jako je stres, n§maha nebo dĨch§n² studen®ho 

vzduchu, coģ mŢģe vyvolat astmatickĨ z§chvat (u ļtyŚ z pŊti astmatikŢ dojde k astmatick®mu 

z§chvatu, kdyģ cviļ² v chladn®m a such®m vzduchu) [11, 21]. 

2.4 F§ze astmatu  

 

U mnohĨch nemocnĨch lze po kaģd®m vystaven² spouġtŊc²mu podnŊtu zaznamenat jak akutn², 

tak i chronickou f§zi astmatu.  

Inici§ln² f§ze (neboli ļasn§ f§ze astmatu) spoļ²v§ zejm®na v pouh® kontrakci dĨchac²ch cest a 

v sekreci hlenu. Tato f§ze obvykle trv§ v Ś§dech minut. V prŢmŊru obt²ģe dosahuj² vrcholu po patn§cti 

minut§ch a vrchol odezn²v§ nejpozdŊji do devades§ti minut. Tato prvn² f§ze se nejļastŊji l®ļ² 

stimulanty ɓ-receptorŢ, xantiny a anticholinergn²mi l®ky. Po ļasn® f§zi astmatu nast§v§ dalġ², 

z§nŊtliv§ f§ze. K t®to f§zi doch§z² aģ po nŊkolika hodin§ch, ale mŢģe trvat celĨ den (nebo i d®le). 

BŊhem t®to f§ze jsou dĨchac² cesty nemocn®ho mnohem citlivŊjġ² neģ obvykle, coģ mŢģe bĨt pŚ²ļinou 

toho, proļ jsou nemocn² po poļ§teļn² nezvl§dnut® epizodŊ v nadch§zej²c²ch dnech mnohem 



8 

 

n§chylnŊjġ² k dalġ²m astmatickĨm z§chvatŢm. Z toho dŢvodu se postiģenĨm ve dnech n§sleduj²c²ch 

bezprostŚednŊ po z§chvatu doporuļuje vyhĨbat se vġem podnŊtŢ, kter® by mohly jejich astma zhorġit. 

Z§nŊtliv® f§zi astmatu lze pŚedevġ²m zabr§nit pod§v§n²m steroidŢ nebo kromoglykanu [13]. F§ze 

astmatu a biochemick® pochody s vybranĨmi molekulami typickĨmi pro jednotliv® f§ze jsou 

zn§zornŊny na obr§zku 2.  

 

Obr§zek 2 - Molekul§rn² b§ze f§z² bronchi§ln²ho astmatu [25] 

 

2.5 Diagnostika 
 

 Term²n diagn·za oznaļuje vymezen² pŚ²padnŊ urļen² neģ§douc²ho stavu (choroby). Obvykle 

vych§z² z pozorovatelnĨch symptomŢ (pŚ²znakŢ) a jej²m ¼ļelem je naj²t pŚ²ļinu tohoto stavu [26]. 

 Prvn²m ļlovŊkem, kterĨ si uvŊdomil ĂvĨznam diagn·zyñ, byl zhruba pŚed 2 500 lety filosof 

Hippokrates z K·su (460 ï 377 pŚ. n. l.). Pr§vŊ on pronesl vŊtu: ĂJedinŊ spr§vn§ diagn·za mŢģe v®st 

ke spr§vn® terapii.ñ Tento vĨrok pak nejen shrnuje podstatu diagn·zy, ale z§roveŔ upozorŔuje na 

dŢleģitost spr§vn® diagn·zy v procesu l®ļby nemoci. Je nutn® si uvŊdomit, ģe bez spr§vn® diagn·zy 
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nen² moģn® zah§jit efektivn² l®ļbu a z§roveŔ pokud je diagn·za stanovena chybnŊ, mŢģe doj²t i 

k nespr§vn® l®ļbŊ, kter§ n§slednŊ mŢģe m²t negativn² vliv na zdrav² pacienta [26].   

 Uģ v dobŊ Paracelsa (16. stolet²) si l®kaŚi zaļali vġ²mat souvislosti nŊkterĨch zmŊn jako napŚ. 

barvy, z§pachu a chuti moļe se zdravotn²m stavem pacientŢ. Tak byla podle sladk® moļe 

diagnostikov§na cukrovka (diabetes mellitus) jiģ ve stŚedovŊku, jeġtŊ pŚed t²m, neģ byla 

v devaten§ct®m stolet² s rozvojem pŚ²rodn²ch vŊd potvrzena chemickou analĨzou a neģ byla pozn§na 

jej² podstata [26]. Diagn·za na z§kladŊ pozorov§n² vġak nen² pouze metodou stŚedovŊku. I v dneġn² 

dobŊ jsme schopni nŊkter§ onemocnŊn² urļit jen pomoc² naġich smyslŢ. V pŚ²padŊ cukrovky (diabetes 

mellitus) mŢģeme nel®ļen® diabetiky bezpeļnŊ poznat podle z§pachu acetonu. Aceton v tomto pŚ²padŊ 

funguje jako biomarker onemocnŊn² diabetem (inzulin umoģŔuje vstup gluk·zy do bunŊk, a tak tŊlo 

nel®ļen®ho diabetika trp² nedostatkem energie v buŔk§ch, kterĨ se snaģ² kompenzovat rozkladem 

tukŢ, kdy jako metabolity vznikaj² ketol§tky (napŚ. aceton)).   

Diagnostika se v minulosti vyv²jela s vyuģ²v§n²m empirick®ho pŚ²stupu. V toku vŊkŢ se tak 

sb²raly a pŚed§valy informace, nejprve ¼stnŊ a s postupuj²c²m vĨvojem p²semnŊ, a byly zaloģeny na 

popsan® zkuġenosti. V dneġn² dobŊ je medicin§ln² diagnostika samostatnou vŊdn² discipl²nou, kter§ 

vyuģ²v§ celou Śadu biochemickĨch standardizovanĨch postupŢ, stejnŊ jako vĨsledky fyzik§ln²ch 

metod a to hlavnŊ zobrazovac²ch (poļ²taļov§ tomagrofie (CT), zobrazovac² magmetick§ resonance 

(MRI), ultrazvukov® vyġetŚen² (SONO). V souļasn® dobŊ je medicin§ln² diagnostika velmi ¼zce 

spojena s molekul§rn² diagnostikou, kter§ se zabĨv§ stanoven²m nemoci na molekul§rn² ¼rovni.  

Poprv® se vġak o moģnosti vyuģit² molekul§rn² diagnostiky zaļalo uvaģovat aģ v druh® polovinŊ 

dvac§t®ho stolet² a lze Ś²ct, ģe jej² vĨvoj pokraļuje aģ do souļasnosti. Jednou z nejvĨraznŊjġ²ch postav 

poļ§tkŢ modern² molekul§rn² diagnostiky pak byl americkĨ vŊdec a drģitel Nobelovy ceny (1965), 

Richard Phillips Feynman, (11. 5. 1918 ï 15. 2. 1988). Ten na vĨznam a zejm®na pak na budoucnost 

ĂnanosvŊta (svŊta molekul)ñ a tedy i molekul§rn² diagnostiky upozornil v roce 1959 svou pŚedn§ġkou 

s n§zvem ĂTam dole je spousta m²stañ (There's Plenty of Room at the Bottom), kter§ mimo jin® 

pŚedznamen§vala vĨvoj nanotechnologi² se vġemi klady i z§pory [7].  

 V souļasn® dobŊ je diagn·za jedn²m z nejdŢleģitŊjġ²ch krokŢ bŊhem cel® l®ļby onemocnŊn². 

PŚi l®ļbŊ je nutn® v prvn² ŚadŊ vļas zachytit chorobu pomoc² analĨzy vhodnĨch biochemickĨch 

ukazatelŢ (biomarkerŢ). N§slednŊ je nutn® stanovit resp. upŚesnit diagn·zu pacienta a zvolit optim§ln² 

l®ļbu [26].  

 Molekul§rn² diagnostika pak pŚedstavuje velkĨ pokrok zejm®na v tom smŊru, ģe je moģn® na 

z§kladŊ nŊkterĨch biomarkerŢ efektivnŊji pozorovat a stanovovat pravĨ pŢvod onemocnŊn², a t²m 

p§dem i zvolit nejvhodnŊjġ² l®ļbu pŚ²padnŊ i pŚedej²t samotn®mu vzniku onemocnŊn².  
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2.6 Fosfolipidov§ dvouvrstva ï zdroj autakoidŢ a jejich vĨznam v 

diagnostice 

2.6.1 Lipidy  

Lipidy jsou pŚ²rodn² l§tky ģivoļiġn®ho i rostlinn®ho pŢvodu. Vyskytuj² se jak v pevn®m, tak i 

kapaln®m skupenstv². Chemicky se jedn§ o estery vyġġ²ch karboxylovĨch kyselin (nasycenĨch i 

nenasycenĨch). PŚesnŊji Śeļeno se jedn§ o deriv§ty mastnĨch kyselin jednosytn®ho nebo trojsytn®ho 

alkoholu [17].  

PŚestoģe jsou lipidy funkļnŊ i chemicky navz§jem velmi rŢznorod® l§tky, jejich spoleļnou 

charakteristickou vlastnost² je hydrofobnost (jedn§ se o nepol§rn² slouļeniny tj. l§tky, kter® jsou 

nerozpustn® ve vodŊ, ale naopak je lze rozpustit v mnoha organickĨch rozpouġtŊdlech).  

Lipidy v organismu velice ļasto slouģ² jako zdroj a z§soba energie. Z§roveŔ ļasto pln² 

ochrannou a izolaļn² funkci a slouģ² i jako rozpouġtŊdlo nŊkterĨch lipofiln²ch l§tek ï 

pŚedevġ²m vitam²nŢ. 

Mnoh® druhy lipidŢ jsou vġak vĨznamn® i z jinĨch hledisek, jako lipidov§ dvouvrstva jsou 

souļ§st² bunŊļnĨch membr§n [23].  

2.6.2 Fosfolipidy 

Fosfolipidy patŚ² mezi sloģen® lipidy obsahuj²c² fosfor a jsou hlavn² ļ§st² vġech bunŊļnĨch 

membr§n spolu s glykolipidy, cholesteroly a b²lkovinami. 

Obr§zek 3 - LaboratoŚ molekul§rn² diagnostiky VĠCHT Praha [34] 

https://cs.wikipedia.org/wiki/Hydrofobie
https://cs.wikipedia.org/wiki/Energie
https://cs.wikipedia.org/wiki/Rozpou%C5%A1t%C4%9Bdlo
https://cs.wikipedia.org/wiki/Vitam%C3%ADn
https://cs.wikipedia.org/wiki/Lipidov%C3%A1_dvouvrstva
https://cs.wikipedia.org/wiki/Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%A1_membr%C3%A1na
https://cs.wikipedia.org/wiki/Lipidy
https://cs.wikipedia.org/wiki/Fosfor
https://cs.wikipedia.org/wiki/Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%A1_membr%C3%A1na
https://cs.wikipedia.org/wiki/Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%A1_membr%C3%A1na
https://cs.wikipedia.org/wiki/Glykolipidy
https://cs.wikipedia.org/wiki/Cholesterol
https://cs.wikipedia.org/wiki/B%C3%ADlkovina
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Ļ§st fosfolipidu je hydrofiln² (pol§rn² konec = jedn§ se napŚ. o fosf§ty), opaļn§ ļ§st 

je hydrofobn² (nepol§rn², mastn§). Ve vodn²m prostŚed² a vodnĨch roztoc²ch se fosfolipidy stav² proti 

sobŊ tak, ģe hydrofobn² (ocasn²) ļ§sti jsou nam²Śeny proti sobŊ. T²mto vytvoŚ² 

bimolekul§rn² membr§nu, kter§ je dŢleģit§ pro mnoho bunŊļnĨch struktur. Takov®to uspoŚ§d§n² 

umoģŔuje spont§nn² prŢnik malĨch ļ§stic (napŚ. lipozomŢ). VŊtġ² ļ§stice jsou pŚepravov§ny skrz 

membr§nu transportn²m proteinem. Tato membr§na je selektivnŊ propustn§ a elastick§: dovoluje 

prŢnik vġech potŚebnĨch l§tek, ale zabraŔuje prŢniku nŊkterĨch neģ§douc²ch l§tek [17]. 

2.7 L®ļba astmatu 

 

O l®ļen² astmatu se lidstvo pokouġ² uģ od dob ran®ho stŚedovŊku, avġak prvn²m zn§mĨm a 

prok§zanĨm l®kem se roku 1926 stal efedrin. Poprv® byl extrahov§n z rostliny Ephedra sinica 

(chvojn²k ļ²nskĨ) Ko-Kui Chenem v roce 1923. D²ky sv® efektivitŊ se efedrin k l®ļbŊ astmatu vyuģ²v§ 

i v dneġn² dobŊ [27]. 

Kolem roku 1930 se objevily prvn² snahy o pŚ²pravu syntetick®ho efedrinu. Tyto pokusy byly 

zpoļ§tku ne¼spŊġn®. O pŚ²pravu syntetick®ho efedrinu se tak® pokouġel Ameriļan Gordon Alles, 

chemik z farmakologick®ho ¼stavu University of California, jehoģ pokusy vedly k vytvoŚen² 

amfetaminu. Amfetamin byl poprv® pouģit v roce 1932 jako benzendrin, kterĨ lze pŚi l®ļbŊ astmatu 

pod§vat inhalac². Amfetamin se zaļal tak® aplikovat pŚi l®ļbŊ obezity, protoģe mezi jeho ¼ļinky patŚ² i 

sniģov§n² apetitu (anorektickĨ efekt). Dnes se uģ vġak pro tento ¼ļel nevyuģ²v§ pro negativn² vedlejġ² 

¼ļinky a n§vykovost [22, 27].   

N
H

OH

 

Obr§zek 5 - Efedrin 

 

Obr§zek 4 - Fosfolipidov§ dvouvrstva [33] 

https://cs.wikipedia.org/wiki/Hydrofilie
https://cs.wikipedia.org/wiki/Hydrofobie
https://cs.wikipedia.org/wiki/Roztok
https://cs.wikipedia.org/wiki/Membr%C3%A1na
https://cs.wikipedia.org/wiki/Lipozom
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Transportn%C3%AD_protein&action=edit&redlink=1


12 

 

NH
2

 

Obr§zek 6 - Amfetamin 

 

2.7.1 L®ky pro prevenci akutn²ho z§chvatu astmatu  

L®ky pro prevenci akutn²ho z§chvatu astmatu jsou l®ky, kter® uvolŔuj² dĨchac² cesty (uvolŔuj² 

stah svalovĨch cest) a d§le sniģuj² produkci hlenu. Đļinky tŊchto l®kŢ nast§vaj² pomŊrnŊ rychle, d²ky 

ļemuģ je moģn® je vyuģ²t k prevenci, zastaven² nebo sn²ģen² z§vaģnosti akutn²ho z§chvatu astmatu.  

Mezi l®ky pro prevenci akutn²ho z§chvatu astmatu patŚ² zejm®na agonist® ɓ-receptorŢ (ɓ2-

sympatomimetika), anticholinergika (napŚ. ipratropium) a z dŚ²ve pouģ²vanĨch pak xantiny (napŚ. 

kofein, theofylin a teobromin) [27, 29]. 

2.7.1.1 Agonist® ɓ2-receptorŢ 

V souļasn® dobŊ jsou agonist® ɓ2-receptorŢ povaģov§ny za jedny z nej¼ļinnŊjġ²ch l®kŢ pŚi 

pŚ²znac²ch astmatu. Tyto l§tky jsou velmi podobn® pŚirozenĨm slouļenin§m adrenalinu a 

noradrenalinu a pŢsob² na ɓ2-receptory. (Sympatick® nervy uvolŔuj² neurotransmiter noradrenalin, 

kterĨ mŢģe pŢsobit na dvŊ skupiny receptorŢ zvan® alfa a beta. Kdyģ noradrenalin pŢsob² na Ŭ-

receptory, doch§z² ke stahu svalovin c®v (perifern² vazokonstrikce prostŚednictv²m Ŭ1 receptorŢ) a 

n§sledn®mu zvĨġen² krevn²ho tlaku. PŚi pŢsoben² noradrenalinu na ɓ1-receptory se naopak c®vy 

uvolŔuj², ale z§roveŔ zrychluj² stahy srdce, dalġ²m ¼ļinkem pŢsoben² na ɓ-receptor je mimo jin® i 

uvolnŊn² svalŢ dĨchac²ch cest (ɓ2-receptory) [15]. KromŊ uvolnŊn² svalŢ dĨchac²ch cest se ɓ2-

receptory pod²lej² na sn²ģen² sekrece hlenu na stŊn§ch dĨchac²ch cest.  

Aļkoliv jsou agonist® ɓ2-receptorŢ ne¼ļinnŊjġ²mi a nejrozġ²ŚenŊjġ²mi l®ky k terapii astmatu, 

maj² nŊkter® nevĨhody. V prvn² ŚadŊ je nutn®, aby pacienti nepŚekraļovali doporuļen® d§vky, zejm®na 

proto, ģe pŚi vysokĨch d§vk§ch ɓ-agonist® stimuluj² receptory i jinde v tŊle (hlavnŊ v srdci ɓ1), coģ 

vede k poruch§m srdeļn²ho rytmu a vysok®mu krevn²mu tlaku.  

Druhou nevĨhodou pak je skuteļnost, ģe pokud pacient s tŊģkĨm astmatem bere vysok® d§vky 

ɓ2-agonistŢ po Śadu let, dojde k adaptaci bunŊk dĨchac²ch cest a tyto buŔky sn²ģ² poļet svĨch ɓ2-

receptorŢ. To mŢģe v®st k tomu, ģe ɓ-agonist® i adrenalin z vlastn²ho organismu ztrat² schopnost 

obrany proti ¼ļinkŢm jinĨch chemickĨch medi§torŢ, kter® se na astmatu pod²lej², coģ mŢģe paradoxnŊ 

v®st k zhorġen² pacientova astmatu [27].    
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2.7.1.2 Xantiny 

Xantiny byly pravdŊpodobnŊ mezi prvn²mi farmaky k terapii astmatu. Do t®to skupiny 

slouļenin spadaj² mimo jin® kofein, theofylin a theobromin, z nichģ pouze theofylin se v nŊkterĨch 

pŚ²padech uģ²v§ pro l®ļbu astmatu i v dneġn² dobŊ.  

PodobnŊ jako agonist® ɓ-receptorŢ i xantiny uvolŔuj² prŢduġky a d§ se jich pouģ²t k pŚeruġen² 

astmatick®ho z§chvatu.    

Xantiny vġak nejsou obl²benĨmi l®ky pro l®ļbu astmatu, protoģe vyvol§vaj² celou Śadu 

vedlejġ²ch ¼ļinkŢ, mezi kter® napŚ. patŚ² stimulace srdce a pŢsoben² na mozek, kter® je spojeno 

s vyvol§n²m tŚesu, ¼zkosti, dr§ģdivosti a nespavosti [9, 27].  

2.7.1.3 Anticholinergika  

Nervy ovl§daj²c² dĨchac² syst®m uvolŔuj² acetylcholin, kterĨ zpŢsob² stahy svaloviny dĨchac²ch 

cest a zvyġuje sekreci hlenu. Z toho dŢvodu l®ky blokuj²c² ¼ļinky acetylcholinu, anticholinergika, 

mohou ļasto sn²ģit v§ģnost astmatick®ho z§chvatu, zejm®na v pŚ²padŊ, kdy byl tento z§chvat vyvol§n 

chemickĨmi podnŊty, n§mahou nebo stresem [27].  

Mezi anticholinergika patŚ² napŚ. atropin, kterĨ sice mŢģe bĨt v pŚ²padŊ l®ļen² astmatu ¼ļinnĨ, 

ale souļasnŊ blokuje acetylcholinov® receptory jinde v tŊle (nejen v prŢduġk§ch). To m§ za n§sledek 

neģ§douc² projevy, vļetnŊ sn²ģen® sekrece slin a sucha v ¼stech, coģ ļasto vede k zt²ģen² poģ²v§n² 

potravy. Dalġ²m neģ§douc²m ¼ļinkem mŢģe bĨt paralyzov§n² svalŢ zaostŚuj²c²ch oļn² ļoļku, coģ m§ 

za n§sledek rozmazan® vidŊn². V neposledn² ŚadŊ mŢģe atropin zpŢsobit ochabnut² svalŢ stŚev a 

n§slednou z§cpu.  

Pro tyto neģ§douc²m ¼ļinky atropinu se zaļaly vyv²jet l®ky, jako ipratropium, kterĨ se bŊģnŊ 

pacientovi pod§v§ ve formŊ aerosolu. Sprej se inhaluje pŚ²mo do dĨchac²ch cest a d²ky sv®mu 

chemick®mu sloģen² se ipratropium minim§lnŊ vstŚeb§v§ do krve. Vyvol§v§ proto mnohem m®nŊ 

vedlejġ²ch ¼ļinkŢ neģ jin® l®ky, kter® jsou podobn® atropinu, nebo se pod§vaj² v tablet§ch [8, 12].     

     

2.7.2 L®ky uģ²van® pŚi chronick®m astmatu 

L®ky uģ²van® pŚi chronick®m astmatu se oproti l®kŢm pro prevenci akutn²ho z§chvatu pŚ²liġ 

nehod² pro l®ļbu astmatickĨ z§chvatŢ, ale na druhou stranu omezuj² z§nŊt v prŢduġk§ch. T²mto pak 

hlavnŊ br§n² dalġ²mu rozvoji astmatick®ho z§chvatu [29].  

Mezi l®ky uģ²van® pŚi chronick®m astmatu pak patŚ² kromoglykan a steroidy. 

2.7.2.1 Kromoglykan a nedocromil 

Jak kromoglykan, tak nedocromil potlaļuj² pozdn², z§nŊtlivou f§zi astmatick®ho z§chvatu t²m, 

ģe omezuj² reakci prŢduġek na dr§ģdiv® podnŊty.  
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NejļastŊji pouģ²vanĨm l®kem je kromyglykan sodnĨ, kterĨ bĨv§ nejļastŊji aplikov§n ve spreji. 

Kromoglykan sodnĨ pŢsob² na b²l® krvinky a z§roveŔ na ģ²rn® buŔky a potlaļuje v nich tvorbu 

medi§torŢ, kter® zpŢsobuj² astmatickĨ z§chvat. Z§roveŔ zabraŔuje nŊkterĨm medi§torŢm vyvol§vat 

stahy svalŢ dĨchac²ch cest, ļ²mģ tak® pŚedch§z² vzniku astmatick®ho z§chvatu.  

Kromoglykan tak® potlaļuje aktivitu cholinergn²ch nervŢ, kter® vyvol§vaj² stahy svalŢ 

dĨchac²ch cest pŚi reflexn² reakci na podr§ģdŊn² jejich stŊn [27, 29].  

Kromoglykan je v²ce ¼ļinnĨ pŚi l®ļbŊ dŊt² neģ dospŊlĨch. 

2.7.2.2 Steroidy 

Steroidy, kter® jsou pŚ²tomn® v lidsk®m tŊle, maj² velmi vĨraznĨ protiz§nŊtlivĨ ¼ļinek. Z toho 

dŢvodu byla vyvinuta velk§ Śada pŚ²buznĨch l§tek, kter® se vyuģ²vaj² jako l®ky pŚi chronickĨch 

z§nŊtlivĨch onemocnŊn²ch, tedy i pŚi bronchi§ln²m astmatu.  

PŚi l®ļbŊ astmatu se nejļastŊji vyuģ²v§ beclomethason a betamethason, kter® kromŊ jin®ho 

potlaļuj² tvorbu a uvolŔov§n² medi§torŢ ze ģ²rnĨch bunŊk [27]. 

Tyto steroidy se obvykle pod§vaj² inhalaļnŊ (z inhal§torŢ nebo z rozpraġovaļe), ļ²mģ se 

maxim§lnŊ zabraŔuje vŊtġinŊ vedlejġ²ch ¼ļinkŢ, kter® jinak mohou nastat pŚi uģ²v§n² vysokĨch d§vek 

steroidŢ peror§lnŊ. PŚi inhalaci vġak mohou vyvolat chrapot a tak® doch§z² k m²stn²mu potlaļen² 

imunitn²ho syst®mu, coģ vede ke zvĨġen®mu riziku infekce v krku a ¼stech.  

Steroidy v dĨchac²ch cest§ch potlaļuj² z§nŊt, sniģuj² sekreci hlenu a zvyġuj² poļty ɓ-receptorŢ 

na svalovĨch buŔk§ch, takģe buŔky jsou pak citlivŊjġ² na uvolŔuj²c² ¼ļinek ɓ-agonistickĨch l®kŢ.  

V souļasn® dobŊ se vġak nŊkteŚ² l®kaŚi snaģ² l®ļbŊ astmatu steroidy vyhnout, zejm®na kvŢli 

vedlejġ²m ¼ļinkŢm (viz obr§zek 7) [16]. 

 

Obr§zek 7 - Neģ§douc² ¼ļinky steroidŢ [16] 
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2.7.2.3 Antagonist® leukotrienŢ 

Leukotrieny jsou slouļeniny, kter® jsou medi§tory produkovan® b²lĨmi krvinkami a ģ²rnĨmi 

buŔkami. Tyto l§tky jsou pŚ²buzn® tukŢm, kter® vyvol§vaj² siln® stahy svalovĨch bunŊk v dĨchac²ch 

cest§ch a podporuj² tvorbu hlenu [9].  

Mezi nejļastŊjġ² l®ky patŚ² montelukast a zafirlukast. Oba tyto l®ky jsou antagonisty leukotrienŢ 

a br§n² tedy jejich ¼ļinkŢm na dĨchac² cesty. Nedovedou sice zastavit jiģ prob²haj²c² astmatickĨ 

z§chvat, ale pokud se uģ²vaj² dennŊ, potlaļuj² z§nŊt v dĨchac²ch cest§ch, sniģuj² tvorbu hlenu a 

uvolŔuj² svalov® buŔky dĨchac²ch cest, ļ²mģ sniģuj² potŚebu ɓ-agonistickĨch l®kŢ. Tyto l®ky jsou pak 

zejm®na ¼ļinn® u astmatu vyvolan®ho fyzickou n§mahou.  

Jejich ¼ļinky na astmatiky jsou podobn® jako ¼ļinky steroidŢ, mŊly by vġak bĨt bezpeļnŊjġ², 

jelikoģ maj² podstatnŊ menġ² rozsah vedlejġ²ch ¼ļinkŢ. Dalġ² vĨhodou je to, ģe u nemocnĨch bŊhem 

trval®ho uģ²v§n² nedoch§z² k poklesu citlivosti na tento typ l®kŢ, jak se mŢģe st§t pŚi uģ²v§n² nŊkterĨch 

ɓ-agonistŢ [27]. 

 

2.8 Diagnostika plicn²ch onemocnŊn² 
 

Pro diagnostiku plicn²ch onemocnŊn² spojenĨch s chronickou bronchi§ln² obstrukc² je velmi 

dŢleģit® anamn®za. Na druhou stranu tyto onemocnŊn² nemaj² mnoho specifickĨch znakŢ, a tak je 

vģdy nutn® kromŊ jiģ zm²nŊn® anamn®zy prov®st i funkļn² vyġetŚen² plic.  

BŊģnŊ lze v praxi pouģ²t velk® mnoģstv² funkļn²ch neinvazivn²ch diagnostickĨch metod. Jejich 

nevĨhodou je ale to, ģe ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ vyģaduj² spolupr§ci a ¼sil² pacienta, coģ mŢģe bĨt znaļnŊ 

problematick®, zejm®na pak pŚi vyġetŚov§n² malĨch dŊt² a seniorŢ. St§le vġak chyb² diagnostick® 

metody, kter® by dok§zaly ihned poskytnout jasnou a komplexn² pŚedstavu o charakteru z§nŊtu 

dĨchac²ch cest [20].  

V souļasnosti se st§vaj² popul§rn²mi novŊ se rozv²jej²c² personalizovan® diagnostiky v oblasti 

analĨzy sloģen² kondenz§tu vydechovan®ho vzduchu. V nŊkterĨch pŚ²padech je zde ale nutn® pŚi 

vyġetŚov§n² onemocnŊn² dĨchac²ch cest pouģ²t i invazivn² diagnostiku (indukovan® sputum, 

bronchoalveol§rn² lav§ģ, biopsie dĨchac²ch cest) [23]. 

 

2.8.1 Neinvazivn² metody 

2.8.1.1 Vrcholov§ vĨdechov§ rychlost  

MŊŚen² vrcholov® vĨdechov® rychlosti (anglicky peak expiratory flow rate, (PEF)) je metoda 

vyuģ²van§ k orientaļn²mu vyġetŚen² funkce plic. Podstatou tohoto vyġetŚen² je zmŊŚen² nejvyġġ² moģn® 

rychlosti, kter® je pacient schopen dos§hnout pŚi prudk®m vĨdechu. PEF je velmi jednoduchou 
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metodou a jej² hlavn² vĨhodou je zejm®na to, ģe ji lze vyuģ²t k dlouhodob®mu sledov§n² funkce plic a 

to i v dom§c²m prostŚed² pacienta. Naopak jej² nevĨhodou je skuteļnost, ģe ji nen² moģn® pouģ²t 

k stanovov§n² plicn²ho objem ani k z²sk§v§n² pŚesn®ho pŚehledu o vĨdechovĨch rychlostech [6]. 

2.8.1.2 Spirometrie [4] 

Spirometrie patŚ² mezi z§kladn² vyġetŚen² funkce plic. BŊhem spirometrie je mŊŚen objem 

nadechnut®ho a zejm®na pak vydechnut®ho vzduchu. D§le je pak moģn® mŊŚit rychlost, kterou je 

vzduch nadechov§n a vydechov§n.  

 Jako ukazatel rychlosti (tato rychlost z§vis² na prŢchodnosti dĨchac²ch cest) vĨdechu vzduchu 

lze pouģ²t usilovnŊ vydechnutĨ objem za 1 sekundu (FEV1). Hlavn² nevĨhodu t®to metody je to, ģe 

neukazuje tzv. rezidu§ln² objem (objem vzduchu, kterĨ pacientovi zŢstane v plic²ch i po maxim§ln²m 

vĨdechu) a t²m p§dem nen² moģn® urļit celkovou plicn² kapacitu. Spirometrie sama o sobŊ poskytuje 

pouze informaci o aktu§ln²m stavu plic, a tak je pro celkov® zhodnocen² plicn²ho stavu nutn® ji doplnit 

dalġ²mi vyġetŚen²mi. NevĨhodou je tak® nutn§ aktivn² ¼ļast pacienta pŚi vyġetŚen², coģ mŢģe bĨt 

probl®mem zejm®na bŊhem vyġetŚen² dŊt², seniorŢ a nespolupracuj²c²ch osob.  

2.8.1.3 Bronchomotorick® testy 

Na rozd²l od spirometrie bronchomotorick® testy poskytuj² informaci o zmŊnŊ funkce plic 

bronchodilataļn²m nebo bronchokonstrikļn²m stimulem. 

Bronchodilataļn² test je vyuģ²v§n hlavnŊ pŚi z¼ģen² dĨchac²ch cest, kter® bylo zjiġtŊno bŊhem 

spirometrick®ho vyġetŚen². PŚi bronchodilataļn²m testu je pacientovi pod§n bronchodilataļn² l®k 

(inhalaļnŊ salbutamol tj. b2-sympatomimetikum, 30 minut) a n§slednŊ se zjiġŠuje, zda se po poģit² 

pŚ²pravku spirometrickĨ parametr FEV1 zlepġil o v²ce neģ 12 % a souļasnŊ o 200 ml. Pokud je 

vĨsledek bronchodilataļn²ho testu pozitivn², znamen§ to prok§z§n² reverzibility bronchi§ln² obstrukce. 

Toto je typick® zejm®na pro bronchi§ln² astma [13]. 

Bronchoprovokaļn²m testem je moģn® u pacienta zjistit zvĨġenou prŢduġkovou reaktivitu po 

inhalaci bronchokonstrikļnŊ pŢsob²c²ch l§tek (histamin, metacholin, mannitol). Zat²mco pacient tyto 

Obr§zek 8 - Pacient pŚi spirometrick®m 

vyġetŚen² [12] 
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l§tky inhaluje, je z§roveŔ prov§dŊno spirometrick® mŊŚen², jehoģ c²lem je zjistit, jak velk§ d§vka nebo 

koncentrace bronchoprovokaļn² l§tky zpŢsob² pokles parametru FEV1 pod 20 % oproti vstupn² 

hodnotŊ. KromŊ bronchoprovokaļn²ch testŢ je tak® moģn® vyuģ²t provokace tŊlesnou z§tŊģ².  

V souļasn® dobŊ se k tomuto ¼ļelu pouģ²v§ pŚev§ģnŊ nŊkolikaminutovĨ bŊh. VĨhodou 

bronchoprovokaļn²ho testu je to, ģe s ohledem na kontraindikaci (sn²ģen² FEV1 pod 60 %, zn§m§ 

alergie na metacholin, histamin, respiraļn² infekt, nestabiln² srdeļn² onemocnŊn²) se jedn§ o zcela 

bezpeļnou metodu a k tŊģk®mu bronchospasmu doch§z² zcela vĨjimeļnŊ [13]. 

 

2.8.1.4 ElektronickĨ nos [18] 

ElektronickĨ nos (eNose) je moģn® vyuģ²t zejm®na k detekci nŊkterĨch organickĨch l§tek 

obsaģenĨch ve vydechovan®m vzduchu (anglicky volatile organic compounds, (VOCs)). Mezi tyto 

l§tky patŚ² napŚ. aceton, etanol, isopren atd. 

Vġechny tyto l§tky jsou n§slednŊ rozpozn§v§ny a urļov§ny pomoc² vzorŢ za pouģit² 

elektronickĨch nosŢ (senzorov§ pole na polymern² b§zi) a kombinac² plynov® chromatografie 

s hmotnostn² spektrometri². Metoda dosud nen² standardizovan§ pro klinickou praxi a dosud ani 

neprok§zala svŢj pŚ²nos v monitoraci nemoc² dĨchac²ch cest ļi v diferenci§ln² diagnostice tŊchto 

nemoc².  

2.8.1.5 Pulzn² oxymetrie 

BŊhem pulzn² oxymetrie doch§z² k okysliļov§n² krve, k ļemuģ se vyuģ²v§ mal®ho kol²ļku 

vybaven®ho zdrojem ļerven®ho svŊtla. VyġetŚen² pacienta prob²h§ tak, ģe je na jeho prst (pŚ²padnŊ na 

uġn² lalŢļek) pŚipevnŊn tento kol²ļek a podle prosv²cen² tk§nŊ je pak moģn® odhadnout saturaci krve 

kysl²kem (SatO2) [31].  

NevĨhodou pulzn² oxymetrie je jej² omezen® vyuģit² ve chv²li, kdy pacient trp² poruchami 

perifern²ho nervstva nebo anemi².  

2.8.1.6 Dalġ² metody funkļn²ho vyġetŚen² plic 

V diagnostice plicn²ch onemocnŊn² lze vyuģ²t Śadu dalġ²ch vyġetŚen², ale vŊtġina tŊchto testŢ 

podstatnŊ v²ce zatŊģuje pacienta. Mezi takov® testy patŚ² napŚ. body pletysmografie, kter§ slouģ² 

k detailnŊjġ²mu vyġetŚen² plicn²ch funkc². Touto metodou je moģn® z²skat informaci o objemu vzduchu 

zadrģen®ho v plic²ch, tedy informaci, kterou nelze zjistit pŚi spirometrii [4].  

Dalġ²m pomŊrnŊ ļasto vyuģ²vanĨm vyġetŚen²m je zmŊŚen² transfer faktoru alveol kapil§rn² 

membr§ny plicn²ch skl²pkŢ pro oxid uhelnatĨ tzv. TLCO (plicn² dif¼ze). Pomoc² tohoto vyġetŚen² lze 

urļit poļet funkļn²ch plicn²ch skl²pkŢ [12]. 

K diagnostice plicn²ch onemocnŊn² je tak® moģn® vyuģ²t ter®nn² z§tŊģov® testy, kter® se 

pouģ²vaj² pŚev§ģnŊ k hodnocen² sn§ġen² z§tŊģe a fyzick® vĨkonnosti pacienta. V souļasn® dobŊ patŚ² 
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mezi nejļastŊji pouģ²vanĨ z§tŊģovĨ test tzv. ġestiminutovĨ test chŢz² (anglicky 6 - minute walk test, 

(6MWT)). Druhou moģnost² je vytrvalostn² ļlunkovĨ test chŢz² (anglicky endurance shuttle walk test, 

(ESWT)).  A posledn²m z bŊģnŊ vyuģ²vanĨch vyġetŚen² je stupŔovanĨ ļlunkovĨ test chŢz² (anglicky 

incremental shuttle walk test, (ISWT)). Vġechny tyto testy nab²zej² adekv§tn² n§hradu ke spirometrii, 

na druhou stranu jsou vġak pro pacienta velmi n§roļn®. Z§roveŔ je vġak lze vyuģ²t k predikci dalġ²ho 

vĨvoje plicn²ch onemocnŊn² [31].  

Do standardn²ch diagnostickĨch metod plicn²ch onemocnŊn² lze zaŚadit i skiagram hrudn²ku, 

d²ky kter®mu je moģn® z²skat orientaļn² pŚehled nitrohrudn²ch patologi². Rozhoduj²c² diagnostickou 

metodou je ale aģ poļ²taļov§ tomografie (CT) [29]. 

2.8.2 Invazivn² metody 

2.8.2.1 Bronchoalveol§rn² lav§ģ  

Bronchoalveol§rn² lav§ģ (BAL) je zaloģen§ na aplikaci fyziologick®ho roztoku do pacientovĨch 

dĨchac²ch cest. BŊģnŊ se fyziologickĨ roztok pod§v§ v mnoģstv² 100 ï 200 ml. C²lem t®to metody je 

z²sk§n² tekutiny obsahuj²c² bunŊļn® i nebunŊļn® sloģky z perifern²ch dĨchac²ch cest a alveolŢ, ļehoģ 

lze dos§hnout zpŊtnou aspirac². BAL je v diagnostice z§sadn² metodou zejm®na pro zjiġtŊn² a l®ļbu 

onemocnŊn² spojenĨch s plicn² fibr·zou. NevĨhodou t®to metody je podobnŊ jako u indukovan®ho 

sputa skuteļnost, ģe pŚi jej²m pouģit² je moģn® umŊle vyvolat z§nŊt plic a bĨv§ proto pacienty ġpatnŊ 

sn§ġena [10].  

2.8.2.2 Indukovan® sputum 

Indukovan® sputum patŚ² mezi invazivn² metody jen zļ§sti. Principem t®to metody je inhalace 

hypertonick®ho roztoku chloridu sodn®ho ve formŊ aerosolu.  Tento aerosol je produkov§n 

ultrazvukovĨm nebuliz§torem, kterĨ zpŢsobuje tvorbu sputa (hlenu). Sputum je n§slednŊ vykaġl§v§no 

pacientem. Indukce sputa vġak nen² bez rizika. Zejm®na pro pacienty s vyġġ²m stupnŊm 

hyperreaktivity prŢduġek je tato metoda nevhodn§, protoģe mŢģe v®st k navozen² bronchospasmu 

(z¼ģen² prŢduġek bronchŢ) [6].  

Indukovan® sputum je v bŊģn® praxi vyuģ²v§no jen velmi zŚ²dka. DŢvodem jeho omezen®ho 

vyuģit² je velk§ n§roļnost na proveden² i n§sledn® preanalytick® zpracov§n² odebran®ho vzorku. 

2.8.3 Personalizovan® diagnostick® metody 

2.8.3.1 VydechovanĨ oxid dusnatĨ 

Ļasto vyuģ²vanou diagnostickou metodou je mŊŚen² mnoģstv² vydechovan®ho oxidu dusnat®ho. 

Hlavn² vĨhodu je to, ģe se jedn§ o neinvazivn² metodu, kterou lze prakticky libovolnŊ opakovat. 

MŊŚen² mnoģstv² vydechovan®ho oxidu dusnat®ho je vyuģ²v§no ke zjiġtŊn² eozinofiln²ho z§nŊtu 

v doln²ch dĨchac²ch cest§ch. Principem t®to metody je stanoven² vydechovan®ho oxidu dusnat®ho 
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(anglicky fractional exhaled nitric oxide, (FeNO)) [5]. Zkratka FeNO, vyjadŚuje produkci 

vydechovan®ho NO z bronchŢ za ļasovĨ ¼sek. Oxid dusnatĨ je l§tkou, kter§ m§ velkĨ vĨznam 

v patologii dĨchac²ho syst®mu. ObecnŊ lze Ś²ct, ģe n²zk® koncentrace NO jsou fyziologick®, zat²mco 

jeho vysok® koncentrace jsou patologick®.  

 

Oxid dusnatĨ je moģn® oznaļit jako biomarker, pomoc² kter®ho lze detekovat a sledovat prŢbŊh 

eozinofiln²ho z§nŊtu. Jeho stanoven² mŢģe bĨt uģiteļn® i v obt²ģn® diferenci§ln² diagnostice 

chronick®ho kaġle a prŢduġkov®ho astmatu [30].  

Hlavn² nevĨhodou FeNO je jeho nepŚesnost, ke kter® doch§z² zejm®na u kuŚ§kŢ ļi alergikŢ. 

ObecnŊ plat², ģe kuŚ§ci maj² niģġ² hodnoty FeNO a naopak alergici m²vaj² hodnoty tohoto biomarkeru 

vyġġ² [32]. Hodnoty vydechovan®ho oxidu dusnat®ho (FeNO) u nel®ļenĨch nekuŚ§kŢ (viz tabulka 1). 

 

 

Tabulka 1 ï Hodnoty FeNO testu [30] 

Hodnoty FeNO Diagn·za  

< 25 ppb Norm§ln² 

25 ï 35 ppb ġed§ z·na 

35 ï 50 ppb velmi pravdŊpodobn®  

> 50 ppb  pozitivn²  

  

Obr§zek 9 - Pacient bŊhem FeNO vyġetŚen² [12] 
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2.8.3.2 Kondenz§t vydechovan®ho vzduchu 

2.8.3.2.1 Sloģen² kondenz§tu vydechovan®ho vzduchu 

  Kondenz§t vydechovan®ho vzduchu KVV lze z²skat kondenzac² vydechovan®ho vzduchu. 

KVV je bronchoalveol§rn² tekutina odr§ģej²c² dŊje, kter® se odehr§vaj² v plic²ch a hlavnŊ pak v 

dĨchac²ch cest§ch. KVV obsahuje velk® mnoģstv² netŊkavĨch a v²ce neģ 200 tŊkavĨch l§tek [10]. 

Hlavn² sloģkou KVV je vodn² p§ra, ve kter® lze d§le naj²t mnoh® anorganick® slouļeniny (mezi 

nejļastŊjġ² patŚ² oxid dusnatĨ, kysl²k, dus²k, a oxid uhliļitĨ) a nŊkter® tŊkav® organick® slouļeniny 

(alkoholy, uhlovod²ky, karboxylov® kyseliny, atd.) [25]. Z§roveŔ ale obsahuje i mnoģstv² netŊkavĨch 

l§tek jako jsou aminokyseliny, peptidy, enzymy, prostanoidy a cytokiny, kter® jsou ve vydechovan®m 

vzduchu pŚ²tomny ve formŊ aerosolu [24].  

Dosud nen² pŚesnŊ zn§m mechanismus, kterĨm netŊkav® l§tky pŚech§z² z pevn® do plynn® a 

kapaln® f§ze. Jedna z teori² pracuje s moģnost² rozruġen² bronchi§ln²ho tekutinov®ho filmu. Aerosoly 

jsou pak bŊhem dĨch§n² uvolnŊny z tekutinov® vĨstelky a dost§vaj² do dĨchac²ch cest. Staģen²m 

bronchiolŢ se tekutinov§ vĨstelka spoj², ale n§slednŊ je opŊt rychle roztaģena. T²m se soudrģnost 

tekutiny poruġ² a mŢģe doj²t k uvolnŊn² drobnĨch kapiļek aerosolu (obr§zek 10). Tento navrhovanĨ 

mechanismus je podpoŚen nŊkolika studiemi. BŊhem tŊchto studi² bylo nav²c experiment§lnŊ 

prok§z§no, ģe hlubġ² dĨch§n² zvyġuje poļet vydechovanĨch ļ§stic, coģ znamen§, ģe poļet 

vydechovanĨch ļ§stic z§vis² na typu dĨch§n² [25, 28]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr§zek 10 - PŚ²stroj k odbŊru KVV [25] 
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Hlavn² podstatou metody zaloģen® na analĨze KVV je zjiġtŊn² a urļen² biomarkerŢ plicn²ch 

onemocnŊn². ZvĨġen§ hladina tŊchto biomarkerŢ pak vŊtġinou upozorŔuje na prob²haj²c² patologickĨ 

proces v dĨchac²ch cest§ch. [25, 28]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr§zek 11 - Popis vzniku aerosolu [25] 

Obr§zek 12 - Pacient bŊhem odbŊru KVV [25] 
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2.8.3.2.2 OdbŊr kondenz§tu vydechovan®ho vzduchu 

 PŚi odbŊru kondenz§tu vydechovan®ho vzduchu je pacientem vydechovanĨ vzduch veden skrz 

kondenz§tor, kde jsou zkapalnŊny vġechny kondenzuj²c² sloģky. BŊhem cel®ho odbŊru je dŢleģit®, aby 

pacient po celou dobu dĨchal klidnŊ a pokud moģno pravidelnŊ. VydechovanĨ vzduch proch§z² 

n§ustkem pŚes jednocestnĨ ventil do chladic²ho boxu, kterĨ je uģ pŚedem vychlazen na teplotu -20 ÁC. 

V tomto chladic²m boxu se z²skan§ plynn§ f§ze a aerosolov® ļ§stice zkapaln² a vznikl§ kapalina se 

st§le za n²zk® teploty shrom§ģd² do sbŊrn® n§dobky [24]. CelĨ proces odbŊru trv§ pŚibliģnŊ 7-12 

minut. CelkovŊ je nutn® dos§hnout objemu 120 litrŢ vydechnut®ho vzduchu, ļ²mģ lze z²skat 1-2 ml 

kondenz§tu. Takto z²skanĨ kondenz§t se n§slednŊ vloģ² do mikrozkumavky. Ke kondenz§tu je pot® 

pŚid§n deuterovanĨ vnitŚn² standard pro monitoring degradaļn²ch procesŢ. T²mto zpŢsobem je z²sk§n 

vzorek, kterĨ se skladuje pŚi ï 80 ÁC [28]. 

2.8.3.2.3 Faktory ovlivŔuj²c² sloģen² kondenz§tu vydechovan®ho vzduchu 

Sloģen² KVV  je ovlivŔov§no mnohĨmi faktory, z nichģ vŊtġina z§sadnŊ ovlivŔuje skuteļnost, 

zdali je moģn® danĨ vzorek opravdu pro analĨzu pouģ²t, ļi ne.  

Prvn²m z tŊchto faktorŢ je d®lka sbŊru KVV, kdy doba, po kterou je KVV pacientovi odeb²r§n 

znaļnŊ ovlivŔuje objem dechov®ho kondenz§tu. Z toho dŢvodu je nutn®, aby doba odbŊru KVV nikdy 

nepŚekroļila 10 minut. Na druhou stranu doba sbŊru nem§ ģ§dnĨ vliv na zmŊnu pH nebo na 

koncentraci peroxidu vod²ku, dusiļnanŢ/dusitanŢ, adenosinŢ, 8-isoprostaglandinu F2Ŭ a  

malondialdehydu ve vzorku KVV [24].   

Dalġ²m faktorem je okoln² vzduch obsahuj²c² mnoh® slouļeniny, kter® mohou rozkl§dat nebo 

mohou reagovat s l§tkami obsaģenĨmi v kondenz§tu (pozn. l§tky jsou pŚ²tomny v koncentrac²ch 

pmol/ml ï fmol/ml). Tyto reakce pak mohou dokonce vĨraznŊ zmŊnit celkov® sloģen² KVV. 

PŚ²kladem takov®to kontaminace mŢģe bĨt oxid dusnatĨ obsaģenĨ v okoln²m vzduchu, kterĨ 

v kondenz§tu sniģuje koncentraci peroxidu vod²ku. TŊmto kontaminac²m lze ale vļas pŚedej²t 

pouģit²m jednocestn®ho ventilu. KVV je d§le ovlivŔov§n vlhkost² a teplotou vydechovan®ho vzduchu, 

kter® maj² vliv na celkovĨ objem a pH KVV, ale naopak nemaj² vliv na mnoģstv² pŚ²tomnĨch proteinŢ 

a dalġ²ch l§tek.  

D§le mŢģe kvalitu vzorkŢ ovlivnit jejich uchov§n² a zpracov§n². PŚi skladov§n² vzorkŢ je velmi 

dŢleģit®, aby veġker® vzorky byly uchov§v§ny za n²zk® teploty, protoģe nŊkter® l§tky jsou termolabiln² 

(napŚ. leukotrieny, aldehydy, prostaglandiny) [25]. Doporuļen§ teplota pro skladov§n² vzorkŢ KVV je 

-80ÁC, protoģe za t®to teploty lze pŚedch§zet rozkladu a in vitro zmŊn§m ve sloģen² biomarkerŢ KVV. 

Z§roveŔ ale i opakovan® zmrazov§n² a rozmrazov§n² vzorkŢ m§ negativn² vliv zejm®na na stabilitu 

l§tek. Z toho dŢvodu je nutn® pouģ²t deuterovan® standardy o zn§m® koncentraci, aby se nejen zvĨġila 

pŚesnost kvantifikace, ale z§roveŔ je pak moģn® pozorovat veġker® zmŊny sloģen² vzorkŢ, ke kterĨm 

mŢģe v prŢbŊhu cel®ho procesu doch§zet.  
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PravdŊpodobnŊ nejz§vaģnŊjġ² kontaminac² vzorkŢ je kontaminace or§ln², tedy zneļiġtŊn² vzorkŢ 

slinami pacienta. Tyto sliny pak obsahuj² velk® mnoģstv² biomarkerŢ (napŚ. leukotrieny B4), kter® 

znemoģŔuj pŚesnou analĨzu vzorkŢ. Z toho dŢvodu je nutn® vyuģ²vat pŚi odbŊru tzv. lapaļ slin. 

Kontaminaci slinami je moģn® monitorovat stanoven²m aktivity ɻ-amylasy [24]. 

Sloģen² KVV je ovlivnŊno i j²dlem a pit²m poģitĨm pŚed odbŊrem KVV. Zejm®na kysel®, ale i 

pH neutr§ln² n§poje mohou sn²ģit hodnotu pH. Tak® pŚi analĨze nŊkterĨch medi§torŢ, o kterĨch je 

zn§mo, ģe jsou obsaģeny v j²dle nebo pit² (jedn§ se napŚ²klad o n§poje obsahuj²c² kofein, kter® mohou 

ovlivnit vĨsledky pŚi mŊŚen² hladiny adenosinu), je nutn® vyhnout se jejich konzumaci i nŊkolik hodin 

pŚed odbŊrem KVV [24].  

Dalġ²m faktorem ovlivŔuj²c² sloģen² KVV je i kouŚen², kter® m§ vliv na hladiny nŊkterĨch 

biomarkerŢ. Konkr®tnŊ lze Ś²ct, ģe kouŚen² zvyġuje koncentraci napŚ. 8-isoprostaglandinu F2Ŭ, 

leukotrienu B4 a peroxidu vod²ku, ale z§roveŔ sniģuje koncentraci l§tek jako je napŚ. interleukin-1ɓ a 

glutathion. Z§roveŔ kouŚen² i sniģuje hodnotu pH [25]. 

2.9 Biomarkery astmatu 

 

V KVV  je pŚ²tomna cel§ Śada biomarkerŢ, i kdyģ vŊtġina z tŊchto biomarkerŢ se v KVV 

vyskytuje pouze ve stopovĨch koncentrac²ch. PŚi analĨze biomarkerŢ je nutn® vz²t v ¼vahu jejich 

bunŊļnĨ vznik a z§roveŔ i ļ§st dĨchac² soustavy, ve kter® vznikaj² [25].  

Z tŊchto dvou lze snadnŊji urļit bunŊļnĨ pŢvod, kterĨ je moģn® odhadnout ze struktury 

slouļeniny. Naopak urļit pŚesnou ļ§st dĨchac²ho syst®mu, ze kter® byl danĨ biomarker uvolnŊn, 

pŚedstavuje z§sadn² probl®m a ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ to ani nelze pŚesnŊ urļit [12].  

Klinicky relevantn² slouļeniny jsou ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ buŅ spojen® s akutn²m oxidaļn²m 

stresem, nebo se z§nŊtem dĨchac²ch cest. Z§nŊt pŚedstavuje jeden z nejdŢleģitŊjġ²ch ochrannĨch 

mechanismŢ a aktivuje celou Śadu bunŊk. PŚi z§nŊtu je pak spuġtŊna produkce mnoha specifickĨch 

medi§torŢ, mezi kter® patŚ² zejm®na deriv§ty kyseliny arachidonov® a reaktivn² formy dus²ku. D§le 

v prŢbŊhu z§nŊtu tak® doch§z² k exacerbac²m (vzplanut² nemoci) vedouc²m ke vzniku volnĨch 

radik§lŢ nebo aģ k oxidaļn²mu stresu [15]. 

2.9.1 Metabolity kyseliny arachidonov® [25] 

Kyselina arachidonov§ (cis-5,8,11,14-eikosatetraenov§ kyselina) je v²cesytn§ mastn§ kyselina, 

kter§ je pŚ²tomn§ ve fosfolipidovĨch bunŊļnĨch membr§n§ch a umoģŔuje vznik biomarkerŢ, kter® jsou 

schopny regulovat z§nŊtlivou odpovŊŅ. Mezi tyto biomarkery patŚ² napŚ. tzv.  eikosanoidy, konkr®tnŊ 

prostanoidy, leukotrieny, isoprostany a lipoxiny (obr§zek 13). 

Prostanoidy, leukotrieny a isoprostany lze oznaļit jako siln® medi§tory z§nŊtu. Nav²c vġechny 

tŚi zpŢsobuj² vazokonstrikci nebo vazodilataci. Naproti tomu lipoxiny maj² jako jedin® protiz§nŊtlivĨ 



24 

 

¼ļinek. Vġechny tyto l§tky pak vznikaj² enzymaticky. Jedinou vĨjimku tvoŚ² isoprostany, kter® jsou 

tvoŚeny neenzymatickou cestou. O lipoxinech a leukotrienech d§le pojedn§v§ experiment§ln² ļ§st 

pr§ce (kapitoly 4. 1. 2. ï 4. 1. 3.).  
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Obr§zek 13 - Sch®ma metabolismu kyseliny arachidonov® v organismu [17] 

 

2.9.2 Serotonin  

Serotonin (5-hydroxytryptamin, (5-HT)) je neurotransmiter nach§zej²c² se prim§rnŊ 

v gastrointestin§ln²m traktu (GIT) a centr§ln² nervov® soustavŊ (CNS).  V GIT serotonin reguluje 

stŚevn² pohyby. V CNS se pod²l² na regulaci n§lady, chuti k j²dlu, sp§nku, svalov® kontrakce a 

nŊkterĨch kognitivn²ch funkc² vļetnŊ pamŊti a uļen². Je tak® pŚ²tomen v krevn²ch destiļk§ch, kde se 

pod²l² na regulaci hemost§zy [19].  

Serotoninov® neurony vznikaj² ve hŚbetn² a stŚedn² ļ§sti jader mozkov®ho kmene a v 

termin§ln²ch nervovĨch oblastech mozku jako je substantia nigra, hypothalamus, thalamus, oblast 

amygdaly a hipokampu, caudate nucleu, caudate nucleu putamenu a nucleu accumbens, d§le v 

mozkov® korov® oblasti a mozeļku (obr§zek 14) [3]. 

 

Tromboxany 
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Obr§zek 14 - Ļ§sti mozku [35] 

 

5-HT hraje roli v ŚadŊ patofyziologickĨch a neuropsychiatrickĨch poruch. Serotogenn² l§tky 

maj² z§sadn² vĨznam v neurofarmakologii. Geny k·duj²c² rŢzn® komponenty 5-HT syst®mu jsou 

studov§ny jako rizikov® faktory deprese, schizofrenie, obsedantnŊ-kompulzivn² poruchy, agrese, 

alkoholizmu, migr®ny a autismu [19]. 
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Obr§zek 15 - Serotonin 

 5-HT vzniklĨ na periferii nemŢģe pŢsobit v CNS, jelikoģ neprostupuje hematoencefalickou 

bari®rou. PŚi uvolnŊn² do synaptick® ġtŊrbiny je velmi silnŊ zpŊtnŊ vychyt§v§n a v cytosolu je 

odbour§v§n enzymem monoamidooxidasou-A (MAO-A) a monoaminooxidasou-B (MAO-B). Proto 

jsou mnoh§ l®ļiva uģ²van§ v psychiatrii zaloģena na principu inhibice zpŊtn®ho vychyt§v§n² 

serotoninu nebo inhibice enzymu MAO. Do souļasn® doby bylo objeveno 7 typŢ serotoninovĨch 

receptorŢ (5-HT receptory), jejichģ prostŚednictv²m mohou reagovat halucinogenn² l§tky (diethylamid 

kyseliny lysergov® =LSD, psylobicin) nebo euforianty ((+)-3, 4-metylenedioxyamfetamin nazĨvanĨ 

ext§ze) [2].  

 KromŊ nervov®ho syst®mu pŢsob² serotonin i v dalġ²ch m²stech organismu. Je produkov§n 

v enterochromafinn²ch buŔk§ch stŚeva a n§slednŊ je uloģen do krevn²ch destiļek. M§ vazokonstrikļn² i 

vazodilataļn² ¼ļinky a pŚi reakci s 5-HT receptory v mozkovĨch c®v§ch pŢsob² proti migr®nŊ. 
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SerotoninovĨ syst®m je nav²c dŢleģitĨ pro regulaci stŚevn² motility. PŚi hyperstimulaci serotoninov®ho 

syst®mu nejļastŊji farmakochemickou cestou doch§z² ke vzniku tzv. serotoninov®ho syndromu, mezi 

jehoģ symptomy patŚ² [1, 19]: 

¶ ZmŊny psychick®ho stavu (¼zkost, zmatenost) 

¶ Neurologick® zmŊny (hyperreflexie, ztr§ta koordinace) 

¶ Gastrointestin§ln² pŚ²znaky (prŢjem, zvracen²) 

¶ Kardiovaskul§rn² pŚ²znaky (tachykardie, hypertenze) 

¶ Vegetativn² symptomy (pocen², horeļka) 

2.9.2.1 Receptory serotoninu [3]   

Serotoninergn² neurotransmise je zprostŚedkov§na interakc² 5-HT s heterogenn²mi 

receptorovĨmi podtypy, kter® se vyznaļuj² rozd²ly v molekul§rn² struktuŚe, anatomick® lokalizaci, 

mechanismem transdukce sign§lu a farmakologickĨmi reakcemi na pŚ²tomnost agonistŢ a antagonistŢ 

receptorŢ.  

Dosud jiģ bylo identifikov§no sedm hlavn²ch tŚ²d (obr§zek 16) a minim§lnŊ ġestn§ct 

molekul§rnŊ odliġnĨch receptorovĨch podtypŢ. Lze je rozdŊlit na autoreceptory a heteroreceptory.  

Autoreceptory se nach§z² na presynaptickĨch membr§n§ch nervovĨch bunŊk a slouģ² jako 

souļ§st zpŊtn® vazby v pŚenosu sign§lu. Jsou citliv® pouze na ty neurotransmitery nebo hormony, 

kter® se uvolŔuj² do neuronu, na jehoģ membr§nŊ je danĨ receptor pŚ²tomen [21].  

Heteroreceptory a tak® neserotogenn² receptory, jsou presynaptick® receptory, kter® reaguj² na 

neurotransmitery, neuromodul§tory nebo neurohormony uvolnŊn® ze sousedn²ch neuronŢ nebo bunŊk.  

 

7 moģnĨch interakc² mezi 5-HT a receptory: [3]   

 

5-HT1 skupina: skl§d§ se z 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E a 5-HT1F, kter® jsou typick® svoj² 

vysokou afinitou k serotoninu. Serotoninov§ funkce je pŚedevġ²m regulov§na 5-HT1A, 5-HT1B a 5-

HT1D autoreceptory. Autoreceptor 5-HT1A pŢsob² jako inhibitor vzniku akļn²ho potenci§lu po otevŚen² 

drasl²kovĨch kan§lŢ. ProstŚednictv²m aktivace 5-HT1B receptorŢ, kter® jsou um²stŊny na serotogenn²ch 

axonech, doch§z² ke sn²ģen² koncentrace extracelul§rn²ho serotoninu. Vlivem pŢsoben² 5-HT1D 

autoreceptorŢ pŚ²tomnĨch v dendridech doch§z² k autoinhibici serotoninu.  

 

5-HT2 skupina: 5-HT2 jsou receptory spojen® s G-proteiny, kter® v souļasn® dobŊ zahrnuj² tŚi 

podtypy: 5-HT2A, 5-HT2B a 5-HT2C receptory. Tyto podtypy jsou pŚ²buzn® v jejich molekul§rn² 

struktuŚe, sekvenci aminokyselin a signalizaļn²ch vlastnostech. 5-HT2A a 5-HT2C receptory jsou 

v organizmu ġiroce distribuovan® a ovlivŔuj² funkce v CNS. Antagonismem 5-HT2A a5-HT2C 
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receptorŢ pŢsob² nŊkter§ antipsychotika a antidepresanty. Reakce s   5-HT2B receptory vyvol§v§ 

kardiovaskul§rn² ¼ļinky zahrnuj²c² kontrakci c®v a tvarov® zmŊny krevn²ch destiļek.  

 

5-HT3 skupina: tento receptor aktivovanĨ v centr§ln²m a perifern²m nervov®m syst®mu vyvol§v§ 

neuron§ln² excitace a uvolŔov§n² neurotransmiterŢ. 5-HT3 receptory maj² silnou struktur§ln² a funkļn² 

homologii s nikotinovou formou acetylcholinov®ho receptoru. StejnŊ jako nikotinov® receptory, 5-HT3 

receptory maj² zanedbatelnou permeabilitu pro anionty. Tato skupina je sloģena z podjednotek 5-HT3A, 

5-HT3B, 5-HT3C, 5-HT3D a 5-HT3E.  

 

5-HT4 skupina: receptory spojen® s G-proteinem, kter® byly izolov§ny pomoc² Escherichia coli. 

Receptor je ġiroce distribuov§n v centr§ln²m nervov®m syst®mu a perifern²ch tk§n²ch. Hraje dŢleģitou 

roli ve funkci nŊkolika org§novĨch odpovŊd² vļetnŊ zaģ²vac²ho traktu, moļov®ho mŊchĨŚe, srdce a 

nadledvin.  

 

5-HT5 skupina: je sloģena ze dvou podjednotek - 5-HT5A a 5-HT5B. Receptor 5-HT5A byl 

identifikov§n u myġ², krys a ļlovŊka. 5-HT5B receptor se tak® vyskytuje u myġ² a krys, ale u ļlovŊka 

nebyl nalezen. 5-HT5 sniģuje v organizmu hladinu cyklick® adenosin monofosfat§zy. 

 

5-HT6 skupina: receptory s vysokou afinitou k l®ļivŢm pouģ²vanĨm pŚi psychoterapi²ch 

s vysokou schopnost² exprese v CNS. Vyskytuj² se pŚev§ģnŊ v kortik§ln² oblasti a v limbick®m 

syst®mu. Jsou schopn® regulovat glutamagern² a cholinergn² ļinnost. Mohou se pod²let na schopnosti 

pozn§n², krmen², afektivn²ch stavech, ¼zkosti a epilepsii.  

 

5-HT7 skupina: pod²l² se na mnoha behavior§ln²ch a fyziologickĨch procesech. Takt®ģ se jedn§ 

o receptory spojen® s G-proteinem. Pod²l² se na cirkadi§ln²m rytmu, senzorick®m zpracov§n² a 

regulaci limbickĨch procesŢ.  
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Obr§zek 16 - SerotoninovĨ receptor a jeho vazba na G protein [3]   

 Synt®za serotoninu vych§z² z nepol§rn² aminokyseliny tryptofanu, kterĨ patŚ² mez² esenci§ln². 

Pomoc² krevn²ho obŊhu se tryptofan dost§v§ do mozku, kde se za pŚ²tomnosti vitam²nu B6 (pyridoxin) 

pŚemŊn² na serotonin. PŢsoben²m tryptofan hydroxyl§zy vznik§ 5-hydroxytryptofan (viz obr§zek 17), 

kterĨ je dekarboxylov§n pomoc² dekarboxyl§zy aromatickĨch kyselin na serotonin. 
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Obr§zek 17 - Synt®za serotoninu [17] 

 

2.9.2.2 Metabolismus serotoninu 

5-HT je metabolizov§n dvŊma metabolickĨmi drahami. Prvn²m zpŢsob zahrnuje oxidaļnŊ 

deaminovan® pŢsoben² inhibitorŢ monoaminooxid§zy (MAO), a to zejm®na A izoformy, na 5-

hydroxyindol-3-yl-acetaldehyd. Tento aldehyd je pak pŚeveden dehydrogen§zou na 5-hydroxyindol-3-

yl-octovou kyselinu (5-HIAA), kter§ je hlavn²m oxidaļn²m produktem. Po t® probŊhne redukce 5-

HIAA za pŚ²tomnosti aldehyd redukt§zy na 5 ï hydroxytryptofol (obr§zek 18) [3]. 

Obr§zek 18 - Metabolismus serotoninu [17] 
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DruhĨm zpŢsobem je biotransformace 5-HT doprov§zen§ vznikem melatoninu v epifĨze, kter§ 

je sloģen§ za dvou f§z². V prvn² f§zi je 5-HT acetylov§n za pŚ²tomnosti N-acetyltransfer§zy a ve druh® 

f§zi je n§slednŊ metylov§n pŢsoben²m hydroxyindoloctov®-o-metyltransfer§zy za vzniku melatoninu 

(5-metoxy-N-acetyl-serotoninu). Melatonin reguluje mnoho tŊlesnĨch funkc², zejm®na rozmnoģov§n². 

D§le ovlivŔuje cirkadi§nn² rytmus a pŢsob² jako antioxidant [21].  

 

2.9.3 NŊkter® dalġ² biomarkery astmatu 

Mezi dalġ² vĨznamn® biomarkery spojen® s bronchi§ln² obstrukc² patŚ² oxidaļn² stres. Ten je 

pŚ²ļinou mnoha akutn²ch a chronickĨch onemocnŊn² a z§roveŔ se vĨraznŊ pod²l² na pŚirozen®m 

st§rnut² organismu. Mezi onemocnŊn², kde se lze setkat s oxidaļn²m stresem patŚ² kromŊ 

bronchi§ln²ho astma napŚ. chronick§ obstrukļn² plicn² nemoc, Alzheimerova choroba nebo 

arterioskler·za [22].  

Za biomarker lze povaģovat i hodnotu pH. ZmŊna pH se totiģ mŢģe pod²let na patofyziologii 

obstruktivn²ch onemocnŊn² dĨchac²ch cest. Pokles pH mŢģe zpŢsobovat z¼ģen² prŢduġek nebo mŢģe 

zvyġovat viskozitu hlenu v dĨchac²ch cest§ch. PrŢmŊrn§ hodnota pH u zdravĨch jedincŢ je rovna 7,7. 

U pacientŢ trp²c²ch astmatem pak byly v KVV zjiġtŊny niģġ² hodnoty pH (vŊtġinou 5 - 6,5) [25].  

Dalġ²mi biomarkery jsou dus²kat® deriv§ty. Zejm®na oxid dusnatĨ je jiģ delġ² dobu jedn²m 

z nejv²ce pozorovanĨch vydechovanĨch biomarkerŢ z§nŊtu. D§le je u onemocnŊn² jako je astma, 

chronick§ obstrukļn² nemoc nebo cystick§ fibr·za moģn® pozorovat zvĨġen® hladiny l§tek jako jsou 

napŚ. dusiļnany ļi dusitany [29].  

 

2.10 Pracovn² hypot®za  

 

PŚedkl§dan§ pr§ce se bude majoritnŊ zabĨvat ¼zkou skupinou pacientŢ s bronchi§ln² obstrukc² - 

obt²ģnŊ l®ļitelnĨch astmatikŢ (OLA). Tito pacienti pŚedstavuj² pŚibliģnŊ 5 % z celkov®ho poļtu 

astmatikŢ a nepŢsob² na nŊ ģ§dn§ z dosud zn§mĨch farmakoterapi² pouģ²vanĨch pŚi l®ļbŊ astmatu. 

Z toho dŢvodu jsou obt²ģnŊ l®ļiteln² astmatici prakticky dennŊ vystaveni riziku astmatick®ho 

z§chvatu, kter® jim zabraŔuje v plnohodnotn®m ģivotŊ. 

V pŚedkl§dan® pr§ci bude provŊŚov§n profil biomarkerŢ obt²ģnŊ l®ļitelnĨch astmatikŢ. Tento 

profil bude z§roveŔ porovn§v§n s profilem biomarkerŢ astmatikŢ (resp. pacientŢ reaguj²c²ch na 

pŚedepsanou farmakoterapii). Porovn§v§n²m biomarkerŢ bude dok§z§na pŚ²padn§ shodnost 

biomarkerŢ astmatikŢ i obt²ģnŊ l®ļitelnĨch astmatikŢ. V pŚ²padŊ, ģe biomarkery budou u obou skupin 
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pacientŢ rozd²ln®, bude moģn® uvaģovat o variantŊ, ģe obt²ģnŊ l®ļiteln² astmatici nespadaj² do skupiny 

astmatikŢ, ale ģe se jedn§ o odliġn® onemocnŊn² demonstruj²c² se bronchi§ln² obstrukc².  

V pŚedkl§dan® pr§ci bude shodnost biomarkerŢ pacientŢ prov§dŊna pomoc² dvou medicin§lnŊ 

diagnostickĨch pŚ²stupŢ vyuģ²vaj²c²ch hmotnostnŊ-spektrometrickou analĨzu kondenz§tu 

vydechovan®ho vzduchu. Prvn²m pŚ²stupem bude tzv. molekul§rn² monitoring, kdy budou pozorov§ny 

koncentraļn² hladiny zn§mĨch biomarkerŢ u obt²ģnŊ l®ļitelnĨch astmatikŢ, stejnŊ tak i u astmatikŢ 

s rŢznĨmi fenotypy tohoto onemocnŊn² a zdravĨch kontrol. Podle rŢznĨch hladin tŊchto biomarkerŢ 

pak bude moģno porovnat jejich mnoģstv² a urļit zda existuje moģnost jejich odliġen² pro obt²ģnŊ 

l®ļiteln® astma. 

DruhĨm pouģitĨm pŚ²stupem pak bude tzv. molekul§rn² profilov§n², kdy bude provedena 

analĨza vzorkŢ z²skanĨch ze tŚ² zkoumanĨch skupin (1/ lid² netrp²c²ch astmatem ï zdravĨch kontrol, 

2/ astmatikŢ a 3/ obt²ģnŊ l®ļitelnĨch astmatikŢ). PŚedpokl§danĨm vĨsledkem t®to analĨzy pak bude 

n§lez biomarkeru, kterĨ bude specifickĨ pouze pro skupinu obt²ģnŊ l®ļitelnĨch astmatikŢ, ļ²mģ by 

mohla bĨt potvrzena prvotn² hypot®za, ģe obt²ģnŊ l®ļiteln® astma je samostatnou chorobou.  
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3. EXPERIMENTĆLNĉ ĻĆST 

3.1   Matrice 

 Jako prvn² krok je nutn® zvolit biologickĨ materi§l, ze kter®ho se n§slednŊ budou z²sk§vat 

biomarkery onemocnŊn². Existuje cel§ Śada moģnĨch matric, ze kterĨch je moģn® tyto markery z²skat. 

NejļastŊji se jedn§ o tŊln² tekutiny (krev, moļ, slinyé) a ļ§sti tk§n² z²skan® pŚi biopsii.  V souļasn® 

dobŊ je nejbŊģnŊjġ² z²sk§vat potŚebn® vzorky z krve pŚ²padnŊ z moļi pacientŢ. Hlavn² vĨhodou tŊchto 

dvou matric je jejich relativnŊ snadnĨ odbŊr, kterĨ pŚ²liġ nezatŊģuje organismus pacienta. Mezi dalġ² 

moģnosti pak patŚ² odbŊr mozkom²ġn²ho moku (anglicky central spinal fluid (CNF)) nebo biopsie. 

Oba tyto zpŢsoby patŚ² mezi velmi ¼ļinn® metody, na druhou stranu vġak jsou pomŊrnŊ n§roļn® pro 

pacienta a nelze je prov§dŊt s pŚ²liġ velkou frekvenc².  

 Spoleļnou nevĨhodou zm²nŊnĨch matric je skuteļnost, ģe se jedn§ o syst®mov® tekutiny. 

Krev, kter§ je sice nejļastŊji odeb²ranou l§tkou, koluje po cel®m tŊle a z toho dŢvodu je pak obt²ģn® 

pŚesnŊ urļit, z kter® ļ§sti tŊla potŚebn® markery poch§zej² (resp. ve kter® ļ§sti tŊla doch§z² 

k pozorovan®mu biochemick®mu dŊji). Z toho dŢvodu je vĨhodnŊjġ² pro odbŊr vyuģ²vat l§tky 

specifick® (resp. l§tky pŚ²tomn® pouze na jednom konkr®tn²m m²stŊ v organismu, l§tky, kter® 

necirkuluj² po cel®m tŊle, a tak ani neodr§ģ² stav cel®ho organismu, ale pouze jeho ļ§sti). Mezi takov® 

l§tky lze zaŚadit napŚ. sliny, mateŚsk® ml®ko nebo plodovou vodu [14].  

  Pro urļen² biomarkerŢ astmatu je nejpraktiļtŊjġ² matric² k odbŊru KVV. Vych§z² se 

z pŚedpokladu, ģe aerosolov® ļ§stice ve vydechovan®m vzduchu jsou shodn® se sloģen²m 

bronchoalveol§rn² extracelul§rn² tekutiny pokrĨvaj²c² povrch dĨchac²ch cest [25].  

3.2 Chemik§lie  

 

Tabulka 2 - Pouģit® chemik§lie 

N§zev chemik§lie Ļistota Dodavatel 

Acetonitril LC-MS Fisher Scientific, USA 

Voda LC-MS Fisher Scientific, USA 

Octan amonnĨ 99,99% Sigma Aldrich, USA 

Propan-2-ol LC-MS Acros Organics, USA 

Methanol LC-MS Fisher Scientific, USA 

Kyselina mravenļ² LC-MS Fisher Scientific, USA 

Kyselina octov§ Ó 99,8 % Acros Organics, USA 

Butylhydroxytoluen (BHT) Ó 99 % SigmaïAldrich, USA 
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Tabulka 3 ï Standardy 

N§zev chemik§lie Ļistota Dodavatel 

Leukotrien B4-d4 Ó 97% Cayman Chemical, USA 

Leukotrien C4 Ó 97% Cayman Chemical, USA 

Leukotrien C4-d5 Ó 99% Cayman Chemical, USA 

Leukotrien D4 Ó 97% Cayman Chemical, USA 

Leukotrien D4-d5 Ó 99% Cayman Chemical, USA 

Leukotrien E4 Ó 97% Cayman Chemical, USA 

Leukotrien E4-d5 Ó 99% Cayman Chemical, USA 

Lipoxin A4 Ó 95% Cayman Chemical, USA 

Lipoxin B4 Ó 95% Cayman Chemical, USA 

 

Tabulka 4 ï Plyny 

N§zev chemik§lie Ļistota Dodavatel 

Dus²k 99,50% 

Gener§tor dus²ku, Peak Scientific, 

USA 

Helium 5,5 SIAD 

Argon 5 SIAD 

3.3 PŚ²stroje 

3.3.1 LC-MS/MS 

LCïMS/MS analĨzy byly prov§dŊny pomoc² dvou hmotnostn²ch spektrometrŢ. Pro stanoven² 

LTB4, cysteinylovanĨch leukotrienŢ a lipoxinŢ byl pouģit hmotnostn² spektrometr s trojitĨm 

kvadrup·lem TSQ Vantage (Thermo Scientific, USA) spojen s kvart®rn² vysokotlakou pumpou Accela 

600 Pump (Thermo Scientific, USA), autosamplerem Open Accela AS (Thermo Scientific, USA) a 

kolonovĨm termostatem UltiMate 3000 (Dionex, USA) (obr§zek 19).  

Obr§zek 19 - TSQ VANTAGE  



33 

 

Pro metabolickĨ screening byl pouģit hmotnostn² spektrometr s vysokĨm rozliġen²m LTQ 

Orbitrap Velos (Thermo Scientific, USA), obsahuj²c² dva analyz§tory - orbitrapovou past a liner§n² 

iotovou past, spojenĨ s kvartern² pumpu Accela 600 Pump (Thermo Scientific, USA) a autosamplerem 

Open Accela AS (Thermo Scientific, USA) (obr§zek 20). 

 

 

 

3.3.2 Ostatn² pŚ²stroje 

¶ Minishaker IKA MS3 digital (GmbH & Co. KG, NŊmecko) 

¶ Chlazen§ centrifuga Universal 320R (Hettich, UK) 

¶ Trigon-plus RC lyofiliz§tor  

¶ Ultrazvukov§ l§zeŔ Sonorex digitec Bandelin (GmbH & Co. KG, NŊmecko) 

¶ Kondenz§tor dechu EcoScreen (Jaeger, NŊmecko) 

3.3.3 Chromatografick® kolony 

¶ Hypercarb 100 x 2,1 mm, 5 Õm (Thermo Scientific, USA) 

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

3.3.4 Software 

¶ XCalibur 2.2 (Thermo Scientific, USA) 

¶ Sieve 2.1 (Thermo Scientific, USA) 

¶ XLSTAT 2015 (Addinsoft, USA) 

Obr§zek 20 - LTQ ORBITRAP VELOS  
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3.4 OdbŊr biologickĨch vzorkŢ 

3.4.1 OdbŊr kondenz§tu vydechovan®ho vzduchu 

Vzorky KVV byly z²sk§ny klidovĨm dĨch§n²m do kondenz§toru EcoScreen. OdbŊr trval 5 ï 12 

minut. CelkovŊ bylo z²sk§no 1 ï 2 ml kondenz§tu (po dosaģen² objemu 120 litrŢ vydechovan®ho 

vzduchu). Aby bylo zabr§nŊno dĨch§n² nosem, byla pacientovi/dobrovoln²kovi nasazena nosn² svorka. 

Takto nasb²ranĨ kondenz§t byl o pŚesn®m objemu pŚem²stŊn do mikrozkumavky se 100 pg 

deuteriovanĨch vnitŚn²ch standardŢ (LTC4-d5, LTD4-d5, LTE4-d5, 8-iso-PGF2Ŭ-d4) a 100 ng antioxidantu 

BHT. Ihned po odbŊru byly vzorky skladov§ny pŚi ï 80 ÁC. 

3.5 Extrakce biomarkerŢ z biologickĨch matric 

3.5.1.1 Zpracovan² vzorkŢ KVV pro metabolick® profilov§n²  

Vzorky KVV byly zakoncentrov§ny extrakc² na pevn® f§zi na kolonce Bond elut C18. PŚed 

nanesen²m vzorku byla kolonka nejprve zaktivov§na promyt²m 5 x 1 ml metanolu a 3 x 1 ml 0,05 M 

vodn®ho roztoku kyseliny mravenļ². N§slednŊ byl nanesen 1 ml KVV a matrice tohoto biologick®ho 

vzorku byla odstranŊna 2 x 1 ml vody. Sledovan® l§tky byly z kolonky vymyty 1 ml metanolu.  

Pouģit²m proudu dus²ku byla z²skan§ frakce odpaŚena dosucha. PŚed samotnou LC-MS/MS analĨzou 

byl zbytek rozpuġtŊn v 50 ml smŊsi skl§daj²c² se ze 70 % acetonitril, 30 % voda. 

 

3.5.2 Zpracov§n² vzorkŢ KVV  pro metabolickĨ fingerprinting 

KvŢli zkoncentrov§n² netŊkavĨch l§tek rozpuġtŊnĨch ve vodŊ byly vzorky KVV lyofilizov§ny 

(objem vzorkŢ KVV byl 1 ml). Tato metoda umoģŔuje zachovat pŢvodn²ho sloģen² biologicky 

aktivn²ch l§tek. K zlyofilizovan®mu vzorku bylo pŚid§no 100 Õl LC-MS acetonitrilu a tato smŊs byla 

um²stŊna na tŚepaļku, kde byla ponech§na 5 minut, a n§slednŊ byla odstŚedŊna (10 min, 4 ÁC, 

10 000 g), aby ulpŊn® l§tky na vnitŚn²m povrchu mikrozkumavky byly staģeny do roztoku. PŚipraven® 

roztoky byly analyzov§ny LC-MS metodou.  

 

3.6 LC-MS/MS analĨza 

3.6.1 Metabolick® profilov§n² 

Izokratick§ separace lipoxinŢ a leukotrienŢ byla provedena pomoc² HPLC (vysoko¼ļinn§ 

kapalinov§ chromatografie). Jako stacion§rn² f§ze byla pouģita kolona Hypercarb a stejnŊ jako mobiln² 

f§ze se skl§dala ze smŊsi o sloģen² 75 % propan-2-ol s pŚ²davkem kyseliny mravenļ² (1 % v/v) a 25 % 

octanu amonn®ho (10 mmol/l, vodnĨ roztok). Po celou dobu mŊŚen² doch§zelo ke konstantn²mu 
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prŢtoku mobiln² f§ze, kdy byl tento prŢtok nastaven na 150 Õl/min. Teplota chromatografick® kolony 

byla 40 ÁC. Objem n§stŚiku ļinil 10 Õl.  

 

Tabulka 5 ï Parametry reģimu SRM pro metabolity 

 

Detekce byla provedena tandemovou hmotnostn² spektrometri² (MS/MS) s elektrosprejem 

pracuj²c² v negativn²m ionizaļn²m m·du (ESI
-
). ESI

-
-MS analĨza byla provedena v SRM (anglicky 

Selected Reaction Monitoring) m·du zaloģen®m na detekci konkr®tn²ch produktovĨch iontŢ (viz 

tabulka 5). Podm²nky na hmotnostn²m spektrometru byly zoptimalizov§ny na n§sleduj²c² hodnoty 

(tabulka 6). 

 

Tabulka 6 - Parametry pouģit® u hmotnostn²ho spektrometru; data byla mŊŚena a zpracov§van§ 

vyuģit²m softwaru XCalibur 2.2 (Thermo Scientific, USA). 

Parametr Hodnota Jednotka 

NapŊt² na jehle 
-2 500 V 

Teplota elektrospreje 
300 ÁC 

Tlak nosn®ho plynu (dus²k) 
35 Psi 

Tlak pomocn®ho plynu (dus²k) 
10 Arb 

Teplota kapil§ry 
300 ÁC 

 

 

3.6.2 LC MetabolickĨ fingerprinting 

Metabolity KVV byly analyzov§ny vysoko¼ļinnou kapalinovou chromatografi² spojenou s 

hmotnostn² spektrometri².  

Analyt  MateŚskĨ ion m/z ProdukovanĨ ion m/z Kolizn² energie eV 

Leukotrien C4 624 351 27 

Leukotrien C4-d5 629 356 27 

Leukotrien D4 495 477 21 

Leukotrien D4-d5 500 482 21 

Leukotrien E4 438 333 21 

Leukotrien E4-d5 443 338 19 

Lipoxin A4 351 115 17 

Lipoxin B4 351 221 17 
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Chromatografick§ separace byla provedena na kolonŊ Gemini C18 NX. Mobiln² f§ze se skl§dala 

z 10 mM vodn®ho roztoku octanu amonn®ho (A ï viz obr. 21) a LC-MS acetonitrilu (B). Na poļ§tku 

analĨzy byl pod²l zm²nŊnĨch mobiln²ch f§z² 90 % f§ze A a 10 % f§ze B. Po pŊti minut§ch bylo 

procento mobiln² f§ze A line§rnŊ sn²ģeno aģ na hodnotu 10 %. BŊhem dalġ²ch 10 minut n§sledoval 

line§rn² rŢst mobiln² f§ze A na 90 %. Tato hodnota byla udrģena aģ do konce analĨzy (30. minuta) 

konstantn². PrŢbŊh gradientov® eluce je zn§zornŊn na obr§zku 21. 

 

Obr§zek 21 - GradientovĨ program LC metody pro stanoven² biomarkerŢ 

PrŢtok mobiln² f§ze byl po celou dobu mŊŚen² konstantn² - 150 Õl/min. N§stŚik vzorkŢ ļinil 

10 Õl.  

Pro detekci byl pouģit hmotnostn² spektrometr LTQ Orbitrap Velos, kterĨ mŊŚil v rozsahu m/z 

80 ï 1500 Da za podm²nek popsanĨch v tabulce 7.  

 

Tabulka 7 - Parametry pouģit® u hmotnostn²ho spektrometru 

Parametr Hodnota Jednotka 

Kolizn² energie 
35 eV 

NapŊt² na jehle 
3 000 V 

Teplota elektrospreje 
300 ÁC 

Tlak nosn®ho plynu (dus²k) 
35 Psi 

Tlak pomocn®ho plynu (dus²k) 
10 Arb 

Teplota kapil§ry 
300 ÁC 
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3.7 Statistick§ analĨza  

NamŊŚen§ data byla zpracov§na v softwarech XLSTAT 2015 (Addinsoft, USA) a SIEVE 2.1 

(Thermo Scientific, USA).  

V programu XLSTAT bylo provedeno profilov§n² metabolitŢ vzniklĨch z kyseliny 

arachidonov® (LTC4, LTD4, LTE4, LXA 4, LXB4) a grafick® vĨstupy byly vyj§dŚeny pomoc² 

krabicovĨch diagramŢ a rozptylovĨch diagramŢ komponentn²ho sk·re. 

DruhĨm softwarem byl n§slednŊ proveden metabolickĨ fingerprinting, kterĨ umoģŔuje hled§n² 

novĨch nezn§mĨch metabolitŢ v biologickĨch matric²ch. VĨpoļet byl prov§dŊn v reģimu Two Sample 

Differential Analysis (TSDA). TSDA je metoda slouģ²c² k odliġen² dvou sad vzorkŢ (nemocn² vs. 

kontrola) bez odeļten² pozad². Identifikace nejvĨznamnŊjġ²ch p²kŢ, byla provedena pomoc² 

internetov® datab§ze HMDB ï Human Metabolome Database (http://www.hmdb.ca) a celkovĨm 

vĨstupem je bezrozmŊrnĨ 3D graf nesouc² informaci o korelaci jednotlivĨch pacientŢ ļi kontrol. 

3.8 Klinick§ studie 

Ve spolupr§ci s FN Hradec Kr§lov®, Klinikou pracovn²ho l®kaŚstv² 1. l®kaŚsk® fakulty 

Univerzity Karlovy a Klinikou pneumologie a ftizeologie FN PlzeŔ byla realizov§na klinick§ studie, 

kter§ se skl§dala z diferenci§ln² diagnostiky pacientŢ s OLA a zdravĨch dobrovoln²kŢ.  

Skupina OLA obsahovala 60 osob, z toho 35 ģen a 25 muģŢ, medi§n vŊku 54 a prŢmŊr vŊku 53 

let. Kontroln² skupina, zdrav² nekuŚ§ci bez diagn·zy astmatu a alergie, ļ²tala 30 osob, z toho 16 ģen a 

14 muģŢ, medi§n vŊku 43 let. 

U obou skupin byly v KVV sledov§ny biomarkery, vznikl® z fosfolipidovĨch membr§n viz 

tabulka 8.  

 

Tabulka 8 ï Biomarkery stanoven® v KVV   

Biomarker  Oznaļen² 

Leukotrien C4 LTC4 

Leukotrien D4 LTD4 

Leukotrien E4 LTE4 

Lipoxin A4 LXA 4 

Lipoxin B4 LXB 4 

 

C²lem klinick® studie byla detekce a identifikace zn§mĨch a novĨch biomarkerŢ, kter® mohou 

pŚisp²vat k fenotypizaci pacientŢ trp²c²ch OLA. 

 

http://www.hmdb.ca/


38 

 

4. VĨsledky a diskuse 

 

V souļasn® dobŊ doch§z² k velk®mu rozvoji personalizovan®ho pŚ²stupu k diagnostice 

onemocnŊn². Tato diagnostika vyuģ²v§ analĨzu malĨch molekul, ļasto metabolitŢ rŢznĨch 

biochemickĨch drah v ŚadŊ tŊln²ch tekutin (KVV, moļ, krevn² plazma, sliny, cerebrospin§ln² mok, 

atd.). Principem pŚedkl§dan® metabolick® analĨzy je hled§n² biomarkerŢ, jejichģ zvĨġen§ ļi sn²ģen§ 

hladina mŢģe poukazovat na prob²haj²c² patologickĨ proces v dĨchac²ch cest§ch. Stanoven² 

koncentraļn²ch hladin tŊchto biomarkerŢ mŢģe v®st nejen k diagnostice, ale aģ k fenotypizaci 

onemocnŊn². Vzhledem k neinvazivnosti molekul§rn² diagnostiky v KVV  je moģn® stanoven² 

biomarkerŢ opakovat v kr§tkĨch ļasovĨch intervalech a monitorovat tak prŢbŊh onemocnŊn², ale 

z§roveŔ i efektivnost aplikovan® farmakoterapie. 

 C²lem pŚedkl§dan® pr§ce bylo vyvinout vlastn² metodiku multimarkerov®ho screeningu, kterĨ 

by mŊl pŚispŊt k fenotypizaci plicn²ch nemoc². PŚi vĨvoji diagnostick® metody ide§lnŊ slouģ²c² 

k fenotypizaci nemoc² spojenĨch s bronchi§ln² obstrukc² by mŊly bĨt pouģity dva odliġn® analytick® 

pŚ²stupy vyuģ²vaj²c² vysoce specifick® metody hmotnostn² spektrometrie k molekul§rn² analĨze 

kondenz§tu vydechovan®ho vzduchu ï tzv. ñmetabolickĨ fingerprintingñ a ñmetabolick® profilov§n²ò. 

Tyto metody by mŊly bĨt pouģity pŚi klinickĨch studi²ch, kter® by n§slednŊ mŊly bĨt statisticky 

vyhodnoceny. 

4.1 MetabolickĨ Ăfingerprintingñ   

 

 C²lem metabolomick®ho screeningu bylo detekovat a kvantifikovat l§tky, kter® maj² souvislost 

s onemocnŊn²mi diagnosticky zahrnovanĨmi jako bronchi§ln² astma a to ve skupinŊ klinickĨch vzorkŢ 

rozļlenŊnĨmi do skupin dle vĨsledkŢ Ăstandardn²ch klinickĨch vyġetŚen²ñ jako: 

a/ Profesn² (pracovn²) astma  

b/ PŚetrv§vaj²c² stŚedn² astma bez farmakoterapie glukokortikoidy 

c/ PŚetrv§vaj²c² stŚedn² astma s farmakoterapi² glukokortikoidy 

d/ Obt²ģnŊ l®ļiteln® astma 

e/ Kontroln² skupina 

Klinick® vzorky KVV takto diagnostikovanĨch pacientŢ byly analyzov§ny, relativn² 

kvantifikace spoļ²vala v porovn§n² ploch pod kŚivkou mezi pacienty s rŢznĨmi fenotypy astmatickĨch 

onemocnŊn² a zdravĨmi kontrolami. Typick® chromatogramy, kter® demonstruj² molekul§rn² 

komplexnost biologick® matrice kondenz§tu vydechovan®ho vzduch, jsou zachyceny na n§sleduj²c²ch 

obr§zc²ch 22 a 23. 
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Obr§zek 22 - HPLC-MS chromatogramy vzorkŢ KVV pacientŢ s rŢznĨm fenotypem 

bronchi§ln²ho astmatu a zdravĨmi kontrolami 

 

Obr§zek 23 - HPLC-MS chromatogramy vzorkŢ KVV pacientŢ s rŢznĨm 

fenotypem bronchi§ln²ho astmatu a zdravĨmi kontrolami ï iontov® chromatogramy 

vybranĨch biomarkerŢ (oxidaļn²ho stresu, astmatu, z§nŊtu) 
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Tabulka 9  Identifikovan® biomarkery v KVV astmatikŢ 

Marker  OnemocnŊn² PŢvod 

MDA  
Malondialdehyd 

Marker oxidaļn²ho stresu w-3 a w-6 nenasycenĨch 

mastnĨch kyselin, generov§no 

z fosfolipidŢ 

HNE 

4-Hydroxy-trans-nonenal 

Marker oxidaļn²ho stresu w-3 a w-6 nenasycenĨch 

mastnĨch kyselin, generov§no 

z fosfolipidŢ 

HHE 

4-Hydroxy-trans-hexenal 

Marker oxidaļn²ho stresu w-3 a w-6 nenasycenĨch 

mastnĨch kyselin, generov§no 

z fosfolipidŢ 

C6 

Hexenal 

Marker oxidaļn²ho stresu w-3 a w-6 nenasycenĨch 

mastnĨch kyselin, generov§no 

z fosfolipidŢ 

C7 

Heptenal 

Marker oxidaļn²ho stresu w-3 a w-6 nenasycenĨch 

mastnĨch kyselin, generov§no 

z fosfolipidŢ 

C8 

Octanal 

Marker oxidaļn²ho stresu w-3 a w-6 nenasycenĨch 

mastnĨch kyselin, generov§no 

z fosfolipidŢ 

C9 

Nonenal 

Marker oxidaļn²ho stresu w-3 a w-6 nenasycenĨch 

mastnĨch kyselin, generov§no 

z fosfolipidŢ 

C10 

Dekanal 

Marker oxidaļn²ho stresu w-3 a w-6 nenasycenĨch 

mastnĨch kyselin, generov§no 

z fosfolipidŢ 

C11 

Undekanal 

Marker oxidaļn²ho stresu w-3 a w-6 nenasycenĨch 

mastnĨch kyselin, generov§no 

z fosfolipidŢ 

C12 

Dodekenal 

Marker oxidaļn²ho stresu w-3 a w-6 nenasycenĨch 

mastnĨch kyselin, generov§no 

z fosfolipidŢ 

C13 

Tridecanal 

Marker oxidaļn²ho stresu w-3 a w-6 nenasycenĨch 

mastnĨch kyselin, generov§no 

z fosfolipidŢ  

LTB4 

Leukotriene B4 

Marker z§nŊtliv® reaakce Kyselina arachidonov§, 

pŢsoben²m enzymŢ; poġkozen² 

fosfolipidŢ 

LTC4 

Leukotriene C4 

Alergick§ reakce Kyselina arachidonov§, 

pŢsoben²m enzymŢ; poġkozen² 

fosfolipidŢ 

LTD4 

Leukotriene D4 

Alergick§ reakce Kyselina arachidonov§, 

pŢsoben²m enzymŢ; poġkozen² 

fosfolipidŢ 

LTE4 

Leukotriene E4 

Alergick§ reakce Kyselina arachidonov§, 

pŢsoben²m enzymŢ; poġkozen² 

fosfolipidŢ 

5-HOMeU 

5-hydroxymethyl Uracil 

Marker oxidaļn²ho stresu Poġkozen² nukleovĨch kyselin 

(DNA) 
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8-OHG 

8-hydroxy Guanosine 

Marker oxidaļn²ho stresu Poġkozen² nukleovĨch kyselin 

(RNA) 

8-OHdG 

8-hydroxy2ódeoxy Guanosine 

Marker oxidaļn²ho stresu Poġkozen² nukleovĨch kyselin 

(DNA) 

o-Tyr  

o-tyrosine 

Marker oxidaļn²ho stresu Poġkozen² aminokyselin 

NO-Tyr  

3-nitro-tyrosine 

Marker oxidaļn²ho stresu Poġkozen² aminokyselin 

Cl-Tyr  

3-chlor-tyrosine 

Marker oxidaļn²ho stresu Poġkozen² aminokyselin 

 

StatistickĨm vyhodnocen²m vzorkŢ KVV  u pacientŢ s rŢznĨmi fenotypy bronchi§ln²ho astmatu 

bylo detekov§no a strukturnŊ urļeno velk® mnoģstv² l§tek, od metabolitŢ aģ po l®ļiva. V porovn§n² 

skupin pacientŢ s bronchi§ln²m astmatem a zdravĨmi kontrolami byly zachyceny statisticky vĨznamn® 

molekul§rn² rozd²ly, kterĨch by bylo moģn® vyuģ²t jako biomarkerŢ oddŊluj²c²ch jednotliv® skupiny 

od sebe navz§jem a to: v oblasti l§tek ze skupiny cysteinylovanĨch leukotrienŢ, kter® se jiģ dnes 

vyuģ²vaj² pro molekul§rn² diagnostiku onemocnŊn² s obstrukc² dĨchac²ch cest a paralelnŊ s t²m 

v oblasti l§tek, jejichģ mnoģstv² paradoxnŊ kles§ pŚi vĨskytu tŊchto onemocnŊn² - lipoxinŢ. TŊmto 

dvŊma skupin§m l§tek byla v r§mci pŚedkl§dan® pr§ce vŊnov§na dalġ² pozornost a byly vyuģity pro 

metabolick® profilov§n².   

4.1.1 Cysteinylovan® leukotrieny 

Leukotrieny (LTs) jsou z§nŊtliv® medi§tory, kter® se dŊl² na dvŊ skupiny podle sv®ho ¼ļinku a 

m²sta pŢsoben². Do prvn² patŚ² leukotrien B4 (LTB4), kterĨ vznik§ v monocytech, neutrofilech 

a alveol§rn²ch makrof§z²ch. Jeho autakoidn²m Ă¼kolemñ je aktivovat celou Śadu imunitn²ch 

efektorovĨch bunŊk a je hlavn²m ¼ļastn²kem v patogenezi rŢznĨch z§nŊtlivĨch onemocnŊn². Nem§ 

vliv na hladk® svalstvo, ale mŢģe pŚisp²vat k z¼ģen² dĨchac²ch cest zvĨġen²m sekrece hlenŢ a tvorbou 

lok§ln²ho ed®mu.  

Druh§ skupina  leukotrienŢ obsahuje leukotrien C4, leukotrien D4 a leukotrien E4, oznaļovan® 

spoleļnĨm n§zvem cysteinylovan® leukotrieny (cys-LTs), kter® jsou formov§ny eozinofily, bazofily, 

ģ²rnĨmi buŔkami a makrof§gy. Jejich receptory (cys-LT receptory) jsou pŚedevġ²m na buŔk§ch 

hladkĨch svalŢ a tk§n²ch dĨchac²ch cest a nav§z§n²m cys-LTs doch§z² k bronchi§ln² hyperreaktivitŊ a 

bronchokonstrikci. Na receptor Cys-LT1 se v§ģ² vġechny cysteinylovan® leukotrieny a jejich 

nav§z§n²m se vyvol§ obstrukce dĨchac²ch cest (staģen² prŢduġek a prŢduġinek, ed®m sliznice, zvĨġen² 

sekrece hlenu). Receptor Cys-LT2 mŢģe bĨt aktivov§n pouze leukotrienem C4, kterĨ zpŢsobuje 

staģen² plicn²ch c®v. Hladina cysteinylovanĨch leukotrienŢ v KVV je vĨznamnŊ vyġġ² u pacientŢ 

s astmatem oproti zdravĨm jedincŢm.  

 Leukotrieny obecnŊ vznikaj² synt®zou z kyseliny arachidonov®, kdy pŢsoben²m enzymu 5-

lipoxygen§sa (5-LO) se voln§ arachidonov§ kyselina oxiduje na 5S-hydroperoxyeikosa-6,8,11,14-
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tetraenovou kyselinu (5S-HPETE). 5-HPETE se LTA syntet§zou pŚemŊn² na nestabiln² leukotrien A4 

(LTA4), kterĨ se ihned metabolizuje pŚi z§nŊtlivĨch procesech na LTB4 enzymem LTA4 hydrol§zou 

nebo pŚi prŢbŊhu alergick® reakce se pŚemŊŔuje na LTC4 pŢsoben²m LTC4 syntet§zou, a t²m vznik§ 

Ăprvn² ļlenñ skupiny cysteinylovanĨch leukotrienŢ. N§slednŊ ɔ-glutamyl transpeptid§za metabolizuje 

LTC4 na LTD4, kterĨ se dipeptid§zou pŚemŊn² na LTE4 (viz obr§zek 24). Biosynt®za LTs vyģaduje 

aktivaci bunŊk vļetnŊ IgE receptoru na povrchu ģ²rnĨch bunŊk a pro aktivaci 5-lipoxygen§sy mus² bĨt 

pŚ²tomen protein FLAP (5-lipoxygenase activating protein), kterĨ se v§ģe na 5-LO a umoģŔuje tak 

synt®zu leukotrienŢ (obr§zek 24) [17].  
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Obr§zek 24 - Synt®za leukotrienŢ [17] 

4.1.2 Lipoxiny  

Lipoxiny (LXs) a jejich epimery 15-epi-lipoxiny jsou protiz§nŊtlivĨmi medi§tory, kter® 

podporuj² rekonstrukļn² proces po z§chvatu, kdy jsou T-lymfocyty odstranŊny z plic a obnovuje se 
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jejich norm§ln² funkce. Lipoxiny jsou tak, jako leukotrieny deriv§ty arachidonov® kyseliny a vznikaj² 

nŊkolika cestami za pomoci enzymŢ lipoxygen§z (LOs). Prvn² z nich je zprostŚedkov§na 15-

lipoxygen§zou (15-LO), kter§ je pŚ²tomna v tk§ŔovĨch buŔk§ch dĨchac²ch cest a zahajuje tak 

biosynt®zu LXs. Prvn² krokem je oxidace kyseliny arachidonov® na 15S-hydroperoxyeikosa-5, 8, 11, 

13-tetraenovou kyselinu (15S-HPETE), kter§ se v leukocytech za katalĨzy 5-LO pŚemŊn² na 

15S-epoxytetraen, kterĨ samovolnŊ pŚech§z² na lipoxin A4 nebo lipoxin B4. K dalġ² moģn® cestŊ 

vzniku LXs doch§z² v trombocytech oxidac² leukotrienu A4 za pomoci 12-lipoxygen§zy (12-LO). 

Nejen ģe tyto dvŊ synt®zy umoģŔuj² produkci LXs, ale z§roveŔ redukuj² produkci leukotrienŢ. 

Posledn² cesta je podm²nŊna acetylsalicylovou kyselinou (ASA), kter§ m§ antiflogistick® ¼ļinky a 

inhibuje tak tvorbu prostaglandinŢ. ASA v monocytech, endoteli§ln²ch a epitel§rn²ch buŔk§ch 

acetyluje enzym cyklooxygen§zu-2 (COX-2), kter§ vn§ġ² do 15R-hydroxyeikosa-5, 8, 11, 13-

tetraenov® kyseliny (15R-HETE) hydroxylovou skupinu. 15R-HETE se v leukocytech pŢsoben²m 5-

LO pŚemŊn² na 15R-epoxytetraen, kterĨ pot® konvertuje na 15-epi-lipoxiny (15-epi-LXA 4 a 15-epi-

LXB 4). Tyto epimery se jinak nazĨvaj² aspirinem spouġtŊn® LXs (aspirin-triggered LXs, ALT) a od 

LXs se liġ² nejen izomeri² hydroxylov® skupiny, ale tak® maj² silnŊjġ² a d®le pŢsob²c² ¼ļinky, kvŢli 

pomalejġ²mu odbour§v§n² v organismu. Vġechny zm²nŊn® synt®zy jsou shrnuty na obr§zku 25 [17].  

 

COOH

OH OH

OH

COOH

OH OH

OH

COOH

COOH

OOH

COOH

OH

O
COOH

COOH

OH

OH OH

O

COOH

OH

O

COOH

OH

COOH

OH

OH OH

Arachidonov§ kyselina

15R-HETE 15S-H(p)ETE

Lipoxin A
4

Lipoxin B
4

15-epi-Lipoxin A
4

15-epi-Lipoxin B
4

Leukotrien A
4

15S-Epoxytetraen15R-Epoxytetraen

15-Lipoxygen§za

5-Lipoxygen§za

5-Lipoxygen§za5-Lipoxygen§za
12-Lipoxygen§za

CH3

COX-2

O

 

Obr§zek 25 - Synt®za lipoxinŢn [17] 
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4.1.3 Metabolick® profilov§n² 

C²lem klinick® studie bylo ovŊŚit koncentraļn² hladiny biomarkerŢ alergick® reakce (LTC4, 

LTD4 a LTE4) a l§tek pŢsob²c²ch protiz§nŊtlivŊ (LXA4, LXB4) v KVV . Byly provedeny HPLC-MS 

analĨzy (viz experiment§ln² ļ§st) a z²sk§na data o koncentraļn²ch ¼rovn²ch vĨġe zm²nŊnĨch l§tek 

v klinickĨch vzorc²ch pacientŢ s vybranĨmi fenotypy astmatick®ho onemocnŊn² a kontroln² skupiny.  

Z vĨsledkŢ uvedenĨch na obr§zku 26 je zŚejm®, ģe v KVV  bylo nalezeno zvĨġen® mnoģstv² 

z§nŊtlivĨch cysteinylovanĨch leukotrienŢ (LTC4, LTD4 a LTE4), pŚiļemģ hladina u pacientŢ s OLA 

byla nejvyġġ² ze vġech pozorovanĨch skupin. Zcela origin§ln² informac² doposud v literatuŚe 

nezachycenou jsou naproti tomu hladiny protiz§nŊtlivĨch l§tek ï lipoxinŢ, kter® byly vĨznamnŊ 

zvĨġeny u skupiny zdravĨch dobrovoln²kŢ. VĨsledky jsou shrnuty krabicovĨmi diagramy na obr§zku 

26. 

 Na z§kladŊ uvedenĨch vĨsledkŢ je zŚejm®, ģe l§tky z oblasti cysteinylovanĨch leukotrienŢ a 

lipoxinŢ, kter® jsou v organismu generov§ny, mohou slouģit pro diferenci§ln² diagnostiku 

bronchi§ln²ho astmatu, pŚiļemģ moģnost vyuģit² biomarkerŢ poch§zej²c²ch ze stejn® mateŚsk® 

molekuly - leukotrienu A4 produkovan®mu za pomoci 12-lipoxygen§zy (12-LO) odr§ģ² rovnov§ģnĨ 

vztah mezi cysteinylovanĨmi leukotrieny na stranŊ jedn® a lipoxinŢ na stranŊ druh® zpŚesŔuje 

molekul§rn² diagnostiku. Nejen ģe tyto dvŊ informace ï koncentraļn² hladina cysteinylovanĨch 

leukotrienŢ a lipoxinŢ jsou doplŔkov® a existuje mezi nimi vztah tzv. dynamick® rovnov§hy (Ăflip-flap 

relationshipñ tj. pokud roste koncentraļn² hladina proz§nŊtlivĨch leukotrienŢ, tak pŚ²sluġnŊ kles§ 

hladina protiz§nŊtlivĨch lipoxinŢ). Tento fakt je d§n skuteļnost², ģe biochemick® synt®zy v organismu 

umoģŔuj²c² produkci lipoxinŢ, z§roveŔ redukuj² produkci leukotrienŢ a naopak, coģ bylo 

experiment§lnŊ potvrzeno. Kombinace tŊchto dvou skupin biomarkerŢ tak pŚedstavuje velice 

zaj²mavou moģnost z hlediska molekul§rn² diagnostiky, kter§ mŢģe bĨt pouģita pro fenotypizaci 

onemocnŊn² astmatickĨch onemocnŊn², jak je zŚejm® z obr§zku 26, kde je pops§n princip rovnov§hy 

mezi protiz§nŊtlivĨmi lipoxiny na stranŊ jedn® a proz§nŊtlivĨmi leukotrieny na stranŊ druh® (Ăprincip 

houpaļkyñ). 

 Takto vyvinut§ metodika vyuģiteln§ v diagnostice astmatickĨch onemocnŊn² byla vyuģita 

v paraleln² studii, kdy byla ovŊŚena moģnost jej²ho vyuģit² pro monitorov§n² ¼ļinnosti antiastmatick® 

farmakoterapie, v tomto pŚ²padŊ farmakoterapie steroidn²mi l®ļivy na b§zi glukokortikoidŢ. VĨsledky 

jsou shrnuty na obr§zku 27, kde je zachycena klinick§ studie zahrnuj²c² 30 subjektŢ s farmakoterapi² 

inhalaļn²mi glukokortikoidy, 30 subjektŢ po peror§ln² kortikosteroidn² terapii a 30 subjektŢ kontroln² 

skupiny.  

Z pŚedloģenĨch vĨsledkŢ hmotnostnŊ spektrometrick® analĨzy je zŚejm®, ģe doġlo k vytvoŚen² 

tŚ² shlukŢ, kdy prvn² skupina obsahovala pouze kontroln² skupinu pacientŢ, a zbyl® dvŊ skupiny se 

oddŊlily podle zpŢsobu aplikace farmakoterapie. Z obdrģenĨch vĨsledkŢ je zŚejm®, ģe pŚedepsan® 

d§vkov§n² a aplikace je jednoznaļnŊ vhodnŊjġ² v pŚ²padŊ peror§ln²ho pod§n², kdy shluk odpov²daj²c²  
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(legenda: + aritmetickĨ prŢmŊr, ¶ minimum/maximum, o odlehl§ hodnota, x extr®mn² hodnota) 

 

 

Obr§zek 26  Statisticky vyhodnocen§ klinick§ studie; horn² graf = cysteinylovan® 

leukotrieny, doln² graf = lipoxiny  
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t®to terapii se v²ce bl²ģ² zdravĨm jedincŢm, neģ je tomu v pŚ²padŊ inhalaļn² terapie. SamozŚejmŊ toto 

nab²z² celou Śadu vysvŊtlen² v oblasti biologickĨch dostupnost² atd. Nicm®nŊ obdrģenĨ vĨsledek 

jednoznaļnŊ potvrzuje, ģe lze vyvinut® diagnostick® metodiky pouģ²t k monitorov§n² vhodnosti terapie 

a jej² ¼ļinnosti. Tato skuteļnost v kombinaci s moģnost² pomŊrnŊ rychl® opakovatelnosti neinvazivn² 

diagnostiky a rychl®ho zisku vĨsledku, pŚedstavuje velmi zaj²mavou moģnost vyuģit² vyvinut® 

diagnostick® metody.  

 

 

Obr§zek 27   VĨsledek klinick® studie (klastrov§ analĨza) zelen® body  - kontroln² skupina,  

modr® body ï astmatici l®ļeni peror§ln²mi glukokortikoidy, hnŊd® body ï 

astmatici l®ļen² inhalaļn²mi glukokortikoidy 

 

4.1.4 Serotonin a obt²ģnŊ l®ļiteln® astma 

OLA je definov§no jako astma nereaguj²c² adekv§tnŊ na l®ļbu antiastmatiky, zejm®na 

glukokortikosteroidy (steroidn² terapie). U OLA se v prŢbŊhu onemocnŊn² neust§le zhorġuje 

kompenzace a vzrŢst§ riziko budouc²ch exacerbac² i neģ§douc²ch ¼ļinkŢ l®ļby kortikosteroidy, kterou 

pacienti podstupuj². OLA st§le pŚedstavuje onemocnŊn², kter®mu se snaģ²me l®pe porozumŊt a u nŊhoģ 

p§tr§me po novŊjġ²ch ¼ļinnĨch zpŢsobech l®ļby. DŢleģitĨmi oblastmi vĨzkumu jsou rizikov® faktory 

pro rozvoj tŊģk®ho astmatu, fenotypizace onemocnŊn², charakterizace z§nŊtliv® odpovŊdi 

a porozumŊn² nedostateļn® odpovŊdi na l®ļbu kortikosteroidy. VĨznamnĨ je vĨvoj v oblasti 

biomarkerŢ pro diagnostiku fenotypŢ a pro progn·zu dan®ho onemocnŊn². Vyuģit² jedin®ho 

biomarkeru je vŊtġinou neuģiteļn® pro fenotypizaci a pro predikci odpovŊdi na l®ļbu, ovġem v analĨze 

je tŚeba zohlednit i mnoh® dalġ² biomarkery, napŚ²klad ty, kter® byly odvozeny z pŚ²stupŢ s vyuģit²m 

technologi² Ă-omikñ a smŊŚuj² k tzv. multimarkerov®mu screeningu.  
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PŚedpokladem t®to z§vŊreļn® ļ§sti pŚedkl§dan® studie bylo nahl®dnout na OLA jako na 

probl®m, kterĨ m§ sice spojitost s bronchi§ln²m astmatem, ale je onemocnŊn²m odliġnĨm, jelikoģ na 

klasickou l®ļbu antiastmatiky nereaguje. Na z§kladŊ klinickĨch zkuġenost² je zŚejm®, ģe OLA pacienti 

velice dobŚe reaguj² na l®ļbu antidepresivy ze skupiny SSRI (Selective Serotonine Re-uptake 

Inhibitors), kter® zvyġuj² v mozku hladiny neurotransmiteru serotoninu (5-hydroxytryptaminu). Toto 

m§ sv® logick® zdŢvodnŊn² s ohledem na pŚetrv§vaj²c² probl®my OLA pacientŢ, nicm®nŊ ani toto 

nemŊn² skuteļnost absence farmakoterapeutick®ho zlepġen² jejich astmatickĨch pŚ²znakŢ.  

C²lem t®to ļ§sti studie bylo posoudit mnoģstv² serotoninu v organismu OLA pacientŢ a 

zdravĨch kontrol. Jelikoģ odbŊr mozkom²ġn²ho moku (lumb§ln² punkce) jako biologick® tekutiny, 

v kter® bude mnoģstv² serotoninu korespondovat s terapi² antidepresivy, je znaļnŊ problematickou 

z§leģitost², bylo stanoven² serotoninu Śeġeno v odebran®m KVV, coģ samozŚejmŊ nemus² pŚin®st 

poģadovanou odpovŊŅ, jelikoģ antidepresivn² ¼ļinek SSRI antidepresiv se odehr§v§ za 

hematoencefalickou bari®rou, zat²mco detekce serotoninu v KVV je stavem, kterĨ naopak nast§v§ 

pŚed hematoencefalickou bari®rou (stejnŊ tak ¼ļinky serotoninu pŚed a za hematoencefalickou bari®rou 

jsou odliġn®). VĨsledky stanoven² serotoninu v KVV jsou prezentov§ny na obr§zku 28. 

 

 

Obr§zek 28  Koncentraļn² hladiny serotoninu (5-HT) v KVV u OLA pacientŢ (bez 

terapie antidepresivy) ï ļervenĨ sloupcovĨ graf, u astmatikŢ se stŚedn²m astmatem ï modrĨ 

sloupcovĨ graf a u kontroln² skupiny (zdravĨch jedincŢ) ï zelenĨ sloupcovĨ graf 

 

 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

70 

80 

90 

100 

K
o

n
c
e

n
tr

a
c
e

 p
g

/m
l 
E

B
C
 

1 

2 

3 






















