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1. Uvod

Terapie plicnich onemocnéni a onemocnéni dycha-
cich cest se stavaji dilezitou oblasti moderni mediciny.
Pocet pacientil, at’ uz v dasledku zvySené citlivosti orga-
nismu na vnéj§i podnéty, nespravného Zivotniho stylu
(koufeni) ¢i pobytem ve zneCiSténém zivotnim prostredi,
stale nariista. Pro zajisténi kvalitni 1écby je nutna spravna
diagnostika téchto onemocnéni, ktera je v§ak mnohdy diky
vyuzivani fady invazivnich (napf. bronchidlni biopsie,
bronchoalveolarni lavaz) a seminvazivnich (napf. metoda
indukovaného sputa) vySetfeni pro pacienty zatézujici.

Novou, alternativni a pfedevs§im neinvazivni metodou
diagnostiky plicnich onemocnéni a onemocnéni dychacich
cest by mohla byt kvantifikace specifickych indikatord
onemocnéni (predev§sim molekul) — tzv. biomarkerd
v kondenzatu vydechovaného vzduchu. Kondenzat vyde-
chovaného vzduchu jakozto specificka biologicka matrice
reflektuje pouze dé&je odehravajici se v plicich a dychacich
cestach a pfinasi tak zajimavé informace o danych one-
mocnénich.
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2. Bronchialni astma

Bronchialni astma je chronické (Casto celoZivotni)
zanétlivé onemocnéni dychacich cest, kterého se ucastni
rozdilné typy bunék'” (Th2 lymfocyty, eozinofilni granu-
locyty, zirné bunky, méné potom neutrofilni a bazofilni
granulocyty)'. Projevuje se opakovanymi epizodami dus-
nosti, piskotu pii dychani, drazdivym kaslem, pocity se-
vieni ¢i tihy na hrudi, a to pfevazné v noci, ¢asn¢ nad ra-
nem nebo po namaze. Ptiznaky se zhorSuji s virovymi
infekcemi, pfi ndmaze a kontaktu se spoustéci nebo che-
mickymi parami'?.

Tyto stavy jsou vyvolany zvySenou priaduskovou
reaktivitou, ¢asto doprovazenou proménlivou reverzibilni
bronchialni obstrukci®. Zanétem dochazi i k poskozeni
epitelu dychacich cest a vzniku strukturalnich zmén. Na
zvySené bronchialni reaktivité nese podil i dysfunkce hlad-
kych svali pridusek. Pti akutnim zachvatu dochazi ke
bronchokonstrikei, vzniku edému, zvySené mukozni sekre-
ci a posileni zanétu. U neléfeného astmatu dochazi
k remodelaci dychacich cest, zbytnéni a zméndm funkce
hladkého svalu'.

Faktory ovliviyjici vznik astmatu lze rozdélit na
vnitini (napf. predispozice jedince) a vnéjsi (napf. alerge-
ny). Specifické alergeny (napf. pyly, prach, alergeny do-
macich zvifat) zpuisobuji vznik pfecitlivélosti dychacich
cest a jejich opakovanou expozici vyvolavaji zanét. Ten
vSak muze byt vyvolan i pisobenim nespecifickych vlivi
jako jsou koufeni, zmény pocasi, hyperventilace, zvysena
télesn namaha ¢i emocni vypéti'?

3. Chronicka obstrukéni plicni nemoc

Chronické obstrukéni plicni nemoc (CHOPN) je za-
nétlivé onemocnéni charakterizované téméf ireverzibilnim
omezenim prutoku vzduchu pruduskami diky emfyzému
(definovan jako trvalé zvétSeni dechovych cest distalné od
terminalniho bronchiolu, které je spojené s destrukci jejich
stén bez zfetelné fibrozy) a bronchidlni obstrukci vyvolané
chronickou bronchiolitidou (definované jako ,kasel s ex-
pektoraci nejméné tif mésicli v roce alespoii v poslednich
dvou letech)™.

Zanét postihuje velké i malé bronchy a plicni paren-
chym. Pfiznaky jako kaSel a nadmérna sekrece hlenu byva-
ji zpusobeny napt. metaplazii poharkovych bunék, hyper-
trofii hladké svaloviny ¢i hromadénim zanétlivych bunck.
Snizend plicni ventilace je naopak zplsobena ucpanim
malych bronchii zanétlivymi buitkami ¢i tvorbou hleno-
vych zatek. Poruseni plicniho parenchymu vede ke snizeni
elasticity plic b&hem vydechu’. Kromé samotné respirace
ma CHOPN také negativni dopad na kardiovaskularni
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systém ¢i svalovou soustavu®,

Hlavnim exogennim faktorem pro vznik CHOPN je
koufeni (aktivni i pasivni), dale pak plsobeni anorganic-
kych a organickych prachti a chemikalii, pobyt na mistech
se zneidténym ovzdusim ¢i infekce’.

4. Kondenzat vydechovaného vzduchu

Kondenzat vydechovaného vzduchu (KVV) je speci-
ficka matrice ziskavana na specialnich klinickych praco-
viStich vymraZenim vydechovaného vzduchu pomoci kon-
denzatoru, jenz vede k jeho kondenzaci. Clovék bshem
dne vydechne 15-25 m’ vzduchu, jehoz slozeni v sobé
odrazi d&je odehréavajici se v plicich a dychacich cestach’.
V plicnich sklipcich (alveolach), obklopenych plicnimi
kapilarami dochazi k difuzi plyni mezi krvi a atmosférou.
Kromé samotné vymény plynlt v plicich dochézi
v respiracnim traktu k regulaci teploty a vlhkosti vdecho-
vaného vzduchu a odstranéni vétSiny mechanickych necis-
tot. Vniknuti infekce do organismu prostiednictvim plic
brani také lymfatickd bariéra®. Na povrchu plic a dycha-
cich cest se vyskytuji latky jako enzymy, proteiny, rako-
vinné markery ¢i specifické protilatky, jejichZ pfitomnost
¢i  koncentraéni hladina signalizuje fyziologicky/
patologicky stav organismu’. Tyto latky se dostavaji do
vydechovaného vzduchu nékolika mechanismy. Latky
dostatecné tekavé pii télesné teploté (voda, peroxid vodi-
ku, uhlovodiky a dalsi tékavé organické molekuly) jsou
obsazeny v plynné fazi vydechovaného vzduchu, ktera je
majoritné slozena z atmosférickych plynt (napt. oxid uhli-
¢ity, dusik, kyslik). Kromé toho se v plynné fazi nachazi
i molekuly nerozpustné ve vodeé, které na povrchu sliznice
vytvafi s vodou binarni systém. Tenze par vody a molekul
se potom scitaji a dochazi k odpateni i malo t€kavych latek
(napt. leukotrieny, prostanoidy). Malo tékavé latky roz-
pustné ve vodé (napf. enzymy, vazoaktivni peptidy) jsou
z povrchu bronchi strhavany turbulentnim proudénim
vzduchu jako aerosolové &astice®’.

Vyhodou monitorovani stavu pacientd s plicnimi one-
mocnénimi analyzou KVV je neinvazivnost odbéru matri-
ce, moznost Casté opakovatelnosti odbéru a tim i sledovani
G¢innosti farmakoterapie® ®. Vzorek miize byt odebiran
i pacientim odkazanym na dychaci pfistroje. Odbér lze
diky pienosnosti zatizeni provadét piimo v terénu’. Nevy-
hodou ziskanych informaci z KVV je vysoky vliv aktual-
niho stavu pacienta (napf. hydratace/dehydratace organis-
mu) na ziskané vysledky’. P¥ odbéru dycha pacient
(s nosnim klipsem) usty do ndhubku a vydechovany
vzduch je veden skrz jednocestny ventil (pro oddéleni
vdechovaného a vydechovaného vzduchu a tim zamezeni
kontaminace vzorku molekulami z vnéjsiho prostiedi).
Nedilnou soucasti kondenzatoru je lapac slin, které by
mohly vzorek kontaminovat (a tim zménit koncentracni
hladinu sledovanych latek). Mozna kontaminace slinami je
testovana pomoci sledovani aktivity slinné a-amylasy.
Stézejni ¢asti kondenzatoru je samotny chladici systém,
ktery je u komeréné vyrabénych tvoien protiproudym chla-
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dicim okruhem s teplotou dosahujici —10 az —20 °C, kdy
dochézi ke zkapalnéni 93 % vodni pary z vydechovaného
vzduchu. Pro odbér jsou nekdy pouzivany experimentalni
zafizeni, kdy ke kondenzaci dochazi pfi teplot¢ 10 °C
(kondenzace 81 % vodni pary) a 0 °C (kondenzace 89 %
vodni pziry)s‘g. Komer¢nimi kondenzatory KVV se ziska 1
az 2 ml matrice pii klidovém dychani po dobu 10 min
(120 dm® vydechnutého vzduchu)’.

5. Metody analyzy dechového kondenzatu

Vzhledem ke komplexnosti matrice KVV a strukturni
rozdilnosti analytil patii mezi nejcastéjsi pouzivané analy-
tické metody imunochemické metody (zejména ELISA,
EIA a posledni dobou rozvijené proteinové bioCipy v multi-
plexovém usporfadéni) a dale separacni metody (pedevSim
kapalinova chromatografie) v kombinaci s vhodnym de-
tektorem (hmotnostni spektrometrii, pfipadné¢ UV-Vis
a elektrochemicky detektor).

Principem imunochemickych metod jsou specifické
interakce analytu s protilatkou, ktera je produkovéana imu-
nitnim systémem organismu za tGcelem in vivo specifické-
ho rozliseni a zneSkodnéni cizorodé latky — tzv. antigenu.
Enzymové imunoanalyza (EIA — Enzyme Immuno Assay
a ELISA — Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) je
imunochemickd metoda, kde se k detekci a kvantifikaci
analytu vyuzivad enzymova reakce se substratem, jehoz
katalytickd pfeména enzymem je doprovazend barevnym
prechodem, jez je stanovovan spektrofotometricky. Enzym
je kovalentné vazan na néktery z imunoreaktantl
(nejcastéji peroxidasa nebo alkalicka fosfatasa). Uzivatel-
sky vhodnéjsi metoda ELISA (enzymové imunoanalyza na
pevné fazi) vyuziva imobilizace jednoho z reaktanti na
pevném nosici (napf. na sténé zkumavky ¢i mikrotitracni
desticky), coz umoziuje provést separaci analytu
(antigenu) od matrice vzorku (v tomto pfipadé KVV).
ELISA test ma dvé zakladni varianty provedeni — kompeti-
tivni a nekompetitivni uspofadani.

Pfi kompetitivnim usporadani (viz obr. 1) soutézi
antigen znafeny enzymem s analytem z testovaného vzor-
ku o omezené mnoZstvi vazebnych mist imobilizovanych
protilatek. Barevna zména pridaného substratu, kterda je
nepfimo umérnd koncentraci stanovovaného analytu ve
vzorku, je dand mnozstvim vytvofeného komplexu mezi
imobilizovanou protilatkou a antigenem znaceného enzy-
mem.

Nekompetitivni uspofadani (viz obr. 2) se Ccastéji
oznacuje jako sendvi¢ové usporadani a patfi k nejpouziva-
ngjsim typim ELISA testl pro stanoveni antigent
s nejmén¢ dvéma riznymi antigennimi determinantami.
Na pevny povrch je adsorbovana specifickd protilatka
(vétsinou monoklonalniho pivodu) proti jedné antigenni
determinant€ sledovaného antigenu. Po inkubaci vzorku
a navazani antigend na protilatku se nasledné ptidava en-
zymem znacena protilatka. Tato protilatka se vdZe na dru-
hou antigenni determinantu antigenu. Barevna zména pfi-
daného substratu, kterd je pfimo umérna koncentraci sta-
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Leganda:

Y - protilatka

enzymem

Obr. 1. Schéma kompetitivniho uspoifadani ELISA

novovaného analytu ve vzorku, je dand mnozstvim vytvo-
feného sendviGového komplexu tvofeného imobilizovanou
protildtkou — analytem — protilitkou zna&enou enzymem '*''.

Imunochemické metody jsou nejcastéji pouzivany pro
detekci peptidovych a proteinovych biomarkerd, jejichz
nejvyznamngj$i  zéstupci  pro  plicni  onemocnéni
s bronchialni obstrukei jsou uvedeny v tabulce I. Nevyho-
dou ziskanych kvantitativnich informaci je zkresleni kon-
centra¢nich hladin analytd tzv. kiiZzovymi reakcemi, tj.
ziskani faledng pozitivnich &i negativnich vysledka'®.

V posledni dobé se velice pouzivanou metodou pro
detekei biomarkerd v biologickych matricich stala kombi-
nace vysokoucinné kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS). Kapalinova chro-
matografie se vzhledem k povaze analyzovanych biomar-
kerGi obvykle pouzivd v reverznim uspotfadéani (polarni
mobilni faze a nepolarni stacionarni faze kolony). Pro ioni-
zaci analytll se vyuZivaji mékké ionizacni techniky za at-
mosférického tlaku, nejcastéji tzv. elektrosprej, jako analy-
zator hmotnostniho spektrometru se nejcastéji voli trojity
kvadrupdl, iontova, nebo linearni iontova past, TOF, nebo
tzv. hybridni systémy (napt. qTOF, linerni iontova past
kombinovana s orbitrapovou pasti). Moderni chromatogra-
fické kolony jsou velmi vhodné pro déleni analytl
i z komplexnich biologickych matric a v kombinaci
s hmotnostni spektrometrii se ziskava velmi citliva analy-
tickd metoda schopna spolehlivé detegovat latky v fadu
piko- ¢i femtogramt. Navic tato metoda poskytuje nejen
kvantitativni, ale i kvalitativni informace. Kombinace ka-
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s Y/ -protildtka e -antigen =t -protilatka s navazanym
enzymem

Obr. 2. Schéma nekompetitivniho uspoiradani ELISA

o =-antigen e - antigen s navazanym
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(S) - substrat

palinové chromatografie s hmotnostni detekci se nejcastéji
vyuziva pro kvantifikaci biomarkerti s molekulovou hmot-
nosti do cca 2 kDa, ale 1ze je s vhodnym analyzatorem
pouzit i pro peptidy a proteiny. Piehled nejvyznamnéjsich
biomarkert pro plicni onemocnéni s bronchialni obstrukei
jsou uvedeny v tabulce 1.

6. Biomarkery bronchiilniho astmatu
a chronické obstrukéni plicni nemoci

Za biomarker je povazovan objektivné métitelny indi-
kator (latka, struktura ¢i proces) fyziologického/
patologického stavu organismu ¢i odpovédi na 1écbu.
Vlastnostmi biomarkeru jako diagnostického nastroje jsou
potom citlivost, selektivita a snadna detekce. Vhodny bio-
marker by mél byt vysoce specificky pro konkrétni one-
mocnéni (v porovnani s ostatnimi onemocnénimi), reflek-
tovat jeho zdkladni patofyziologocké procesy a reagovat
na farmakoterapii. Monitorovani biomarkeri by mélo byt
snadné, bezpecné, reprodukovatelné (na riiznych pracovis-
tich v riiznych Gasech) a neinvazivni pro pacienty’>.

V KVV lze sledovat velké mnozstvi organickych
a anorganickych sloucenin véetné malych proteinti (napf.
cytokiny), lipidickych medidtor (napf. prostaglandiny
a leukotrieny) a derivati nukleovych kyselin®. Kromé
molekul 1ze u KVV jako robustni biomarker oznacit pH
vzorku, které v sobé odrazi acidobazickou rovnovahu dy-
chacich cest. Diky zanétu a oxida¢nimu stresu dochazi

substrat
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Tabulka I

Prehled nejvyznamnéjsich biomarkert pro plicni onemocnéni s bronchialni obstrukci a metod jejich stanoveni

Referat

Typ Biomarker Utilita Metoda Patologicky proces Lit.
biomarkeru stanoveni
nitraty nespecificky marker fluorimetrie zvySeni u kuraka 13
oxidac¢niho stresu s CHOPN
Oxid dusnaty S-nitrosothioly negpe(vtli,'lcky marker spektro-. brogchlfilnl a’stma, 8
. .7 oxidaéniho stresu fotometrie cysticka fibroza,
a jeho derivaty CHOPN
3-nitrotyrosin nespecificky marker LC/MS, EIA bronchialni astma, 14, 15,
oxidac¢niho stresu cysticka fibroza 16
8-isoprostan nespecificky marker LC/MS, EIA bronchialni astma, 17, 18,
oxidac¢niho stresu cysticka fibroza, 19, 20
kouteni a CHOPN
Lipidové LTB, neutrofilni zanét LC/MS, EIA CHOPN, cysticka 21,22
mediatory fibroza, bronchialni
astma
cysteinylované eozinofily a mastocyty =~ LC/MS, EIA,  alergické astma 23,24,
leukotrieny ELISA 25,26
IL-1B akutni zanétlivy cytokin  ELISA, MI CHOPN 27
IL-6 Thl pfi zanétlivém ELISA, MI bronchialni astma, 27, 28,
procesu CHOPN 29
Cviokin IL-8 neutrofilni zanét ELISA, MI bronchialni astma, 27, 28,
youmy. CHOPN 30,31
a chemokiny
IL-10 zanétlivy proces ELISA, MI bronchiélni astma, 27
CHOPN
IL-12 Thl pfi zanétlivém ELISA, MI CHOPN 27,28

procesu

k poklesu pH vzorku u pacienti postizenych astmatem,
CHOPN’, bronchiolitidou & cystickou fibrozou™. Hodno-
ty pH koreluji s dal$imi indikatory zanétu, jako jsou mnoz-
stvi eozinofili a neutrofilti v indukovaném sputu®*. U zdra-
vych jedincii se hodnota pH vzorku KVV pohybuje
v rozmezi 7,8 az 8,1. U pacientll s bronchialnim astmatem
je zaznamenan pokles pH na hodnotu 7,4 (medidn). Nevy-
hodou monitorovani pH je nutné uchovani vzorku pod
inertni atmosférou (jinak dochazi k difuzi vzdusného CO,
do vzorku a tim k dal$imu okyselovani vzorku). Dalsi ne-
vyhodou je neschopnost urcit zavaznost onemocnéni
a tudiz se vysledky klidovych asymptomatickych astmati-
ki nelidi od zdravych jedinct’.

Dal$im vyznamnym biomarkerem monitorovanym
v KVV je H,0,, ktery vznika spontdnné nebo katalytickou
pfeménou pomoci superoxiddismutasy ze superoxidového
radikalu a dale poskozuje builky oxidacnimi mechanismy.
Monitorovan byva spektrofotometricky, spektrofluorime-
tricky nebo chemiluminiscenci’. A% pétindsobné mnozstvi
H,0;je obsazeno v KVV kuiakl oproti nekurakiim. Zvy-
Sené mnozstvi H,O,je pozorovéano také u pacientli bron-
chialnim astmatem oproti zdravym jedincim. S rostoucim
mnozstvim HyO, v KVV astmatiki také klesa jejich nuce-

788

na vitalni kapacita plic (maximalni mnozstvi vzduchu,
které Ize vydechnout po maximalnim inspiraénim Wsili)*.
Kromé odliseni astmatickych pacientl od zdravych jedin-
ct reflektuje H,O,zdvaznost onemocnéni a reakci na far-
makoterapii (pokles mnozstvi H,O, pti 16€bé kortikosteroi-
dy). Téz u CHOPN je zvySena koncentrace H,O,, ktera
jesté vice roste s exacerbaci onemocnéni a koreluje
s mnoZstvim eozinofild v indukovaném sputu™.

Dalsim v KVV sledovanym biomarkerem je oxid
dusnaty, se zvysenou koncentra¢ni hladinou u astmatikil
oproti zdravym jedincim, ktery indukuje vznik dalSich
molekul zvySujicich nitracni stres (napf. oxidy dusiku,
peroxonitril, nitrotyrosin). Koncentrace NO je monitorova-
na nepfimo, prostiednictvim stanoveni koncentrace dusita-
nd a dusi¢nantt v KVV za pomoci chemiluminiscence ¢i
iontové chromatografie s vodivostnim detektorem’. NO je
produkovan spole¢né reaktivnimi kyslikovymi ¢asticemi
v zénétlivych buiikach eozinofild, neutrofilli a makrofagi.
Peroxonitril inhibuje plisobeni plicnich povrchové aktiv-
nich latek a poskozuje plicni epitel. Silnou imunoreaktivni
odpoveéd’ vykazuji buniky plicniho parenchymu a epitelu
dychacich cest na ptisobeni nitrotyrosinu®®.

Vyznamnymi molekulami monitorovanymi v KVV
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jsou dvacetiuhlikaté slouceny (tzv. eikosanoidy), mezi néz
patii prostaglandiny, leukotrieny, thromboxany
a prostacykliny’. Jejich prekurzorem je kyselina arachido-
nova, ktera je v organismu syntetizovana z kyseliny linolo-
vé nebo je pfijimana potravou (obsaZena napi.
v podzemnici olejné)’’. Vazana je v membranovych fosfo-
lipidech (hlavné ve fosfatidylinositolu), odkud miize byt
odstépena bud’ ptimo (fosfolipasou A) za vzniku arachido-
nové kyseliny a lysofosfolipidu nebo pfes meziprodukt
1,2-diacylglycerol (fosfolipasou C). Ten se nasledné stépi
(diacylglycerollipasou) na arachidonovou kyselinu a mo-
noacylglycerol nebo piechazi na kyselinu fosfatidovou
(pusobenim diacylglycerolkinasy), ktera je nasledné S§tépe-
na (fosfolipasou A2) na arachidonovou kyselinu a kyselinu
lysofosfatidovou. Kyselina arachidonové je v organismu
metabolizovana tfemi cestami: katalytickym pisobenim
cyklooxygenasy (za vzniku prostaglandini a tromboxanil)
nebo S5-lipoxygenasy (za vzniku leukotrienti). Nekatalyzo-
vanou cestou je potom pusobeni reaktivnich kyslikovych
&astic (za vzniku isoprostant) °.

Leukotrieny jsou tvofeny bilymi krvinkami
v organismu pii zanétlivych procesech a alergickych reak-
cich’. Mohou vsak byt tvofeny i nespecifickymi fyzikalni-
mi podnéty (chlad) nebo nartistem koncentrace extracelu-
larniho vapniku. Svym plsobenim navozuji bronchokon-
strikei, zvySenou aktivitu dychacich cest a nadmérnou
sekreci hlenu. Stimuluji hypertrofii hladkého svalstva
a prinik eozinofilti do tkané dychacich cest’. Nestabilni
epoxidovy leukotrien A4 je metabolizovan dvéma zpiisoby:
pfi zanétlivych reakcich vznika leukotrien By, béhem aler-
gické reakce je preferovan vznik cysteinylovanych leuko-
trientl. Leukotrien B, interaguje s BLT receptorem, ktery
ma dale afinitu k 20-hydroxyl-LTB4 a 12-(R)-hydroxy-
eikosatetraenové kyseling’'. Leukotrien B, jehoz zvysena
hladina je pozorovana napt. u CHOPN, cystické fibrozy**®
&i stiedné tézkého a tézkého astmatu®’, zpiisobuje lokalni
zizeni dychacich cest, vznik edému a zvySenou sekreci
hlenu®. Cysteinylované leukotrieny interaguji
s Cys-LT receptory umisténymi napf. na bunikach hlad-
kych svali a eozinofilti. Pisobenim na receptory Cys-LT;
v dychacich cestach a plicich dochazi k bronchokonstrikei,
edému sliznic a zvySené produkci hlenu, ktera vede ke
snizeni prusvitu dychacich cest. Pti plisobeni cysteinylova-
nych leukotrieni na receptory Cys-LT,dochazi ke kon-
strikei plicnich cév’.

Prostanoidy (prostaglandiny a thromboxany) jsou
tvofeny pusobenim enzymu cyklooxygenasy na kyselinu
arachidonovou. Prostaglandiny jsou diky svému cyklopen-
tanovému kruhu rozdé€leny do 11 skupin oznacovanych
pismeny A-K (cit.*"). V téle plni fyziologické (napt. ho-
meostaticka regulace dychaci, kardiovaskularni ¢i vyluco-
vaci soustavy) a patologické funkce (napf. zanét, rakovina,
oxidagni stres)’. Zvysena hladina prostaglandinu D,
v KVV byla pozorovana u pacientd trpicich astmatem
oproti zdravym pacientiim pfi alergeny indukované bron-
chokonstrikci*'. Prostaglandin E, inhibuje bronchokon-
strikci a podporuje vznik zdn&tu. Thromboxany jsou tvore-
ny v krevnich destickich ptsobenim thromboxan
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A-syntasy na prostaglandin H, za vzniku nestabilniho
thromboxanu A,, ktery je rychle transformovan na throm-
boxan B, se silnymi bronchokonstrikénimi uginky**.

Isoprostany vznikaji neenzymatickou peroxidaci ky-
seliny arachidonové, a to reaktivnimi kyslikovymi Castice-
mi. Jedna se tedy o chemicky stabilni ukazatele oxida¢niho
stresu®** ™. Zpiisobuji napf. kontrakci hladkého svalstva.
Nejvice zkoumanym isoprostanem je 8-isoprostan, ktery
reakci s TP receptory zpasobuje vazokonstrikci bronchi’.
Zvysena koncentracni hladina oproti zdravym jedinctim je
pozorovana u bronchidlniho astmatu (urCuje zavaznost
onemocnéni a stupeii zanétu), CHOPN, cystické fibrozy**.
Kromé toho je pozorovano vys§i mnozstvi 8-isoprostanu
v KVV kuiaki oproti nekuakam®.

Malé peptidické molekuly, cytokiny, jsou uvoliiovany
riznymi typy bunék na podnét imunitniho systému
v souvislosti se zanétem. Uplatiiuji se pfi ristu, diferencia-
ci a aktivaci imunokompetentnich bun¢k a reguluji imunit-
ni odpovéd’ organismu. Lze je rozdélit na prozanétlivé
cytokiny (napf. interleukin-1 (IL-1), interferon a (INF o),
interferon y (INF vy), faktor nekrotizujici nadory (TNF),
prozanétlivé cytokiny (IL-4, IL-10), cytokiny s proti-
virovym uc¢inkem (INF o, INF B a INF y), cytokiny
s aktivitou rustovych faktort krvetvornych bunék (IL-2,
IL-3, IL-7), cytokiny uplatiujici se v bunécné imunité
(IL-2, 1IL-12, IFN-y, TNF), cytokiny uplatiujici se
v humoralni imunité (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10) 4, Monitoro-
vani hladin je provadéno predevsim prostiednictvim ELI-
SA, EIA nebo radioimunoanalyzou RIA (Radio-
immunoassay)”. U pacienti s astmatem byl pozorovan
nariist koncentraéni hladiny cytokini uplatiujicich se
v bunééné a humoralni imunité oproti kontrolni skuping.
Naopak v piipadé prozanétlivych cytokini se hladiny obou
skupin téméF neligily”’.

Jako markery peroxidace lipidii jsou v KVV sledova-
ny aldehydy®. Vysoce biologicky aktivni malondialde-
hyd*, ktery vznika z kyseliny arachidonové nebo dokosa-
hexanové, je schopny interagovat s nukleovymi kyselina-
mi* a je povazovan za nejvice mutagenni produkt lipidové
peroxidace®®. Jeho zvysena koncentragni hladina je pozo-
rovana u pacientll s bronchialnim astmatem, CHOPN**%,
silikozou a azbestozou™®. Za nejvice toxicky produkt pero-
xidace lipidl byva povazovan 4-hydroxynonenal vznikaji-
ci oxidaci ®-6 polynenasycenych mastnych kyselin
(pedeviim kyseliny arachidonové a linolové)*. Zptisobuje
inaktivaci enzymu, inhibici syntézy DNA, bilkovin a roz-
klad ¢ervenych krvinek®' a je monitorovan v KVV pacien-
t s CHOPN™.

Pti astmatickém zachvatu dochazi k aktivaci a migra-
ci mnoha typt bunék do tkani dychacich cest a plic — napf.
eozinofildi, granulocytl, lymfocytll. V téchto mistech do-
chazi v dobé zachvatu k uvoliiovani prozanétlivych media-
tortt (napf. vySe zminované cysteinylované leukotrieny).
KdyZ zachvat odeznivé, nastdva opacny proces — granulo-
cyty a eozinofily jsou odstranovany z plic a dychacich
cest, coz vede k poklesu piecitlivélosti a obnoveé normalni
funkce dychaci soustavy. V této dobé dochazi k produkci
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1é rekonstrukéni proces podporuji’. Stejné jako v pripadé
leukotrient se jedna o eikosanoidy, tj. derivaty kyseliny
arachidonové, které ve svém fetézci obsahuji tfi hydroxy-
lové skupiny a Ctyfi dvojné vazby (a samoziejmé karboxy-
lovou skupinu). Nejvyznamnéj$imi zastupci lipoxind jsou
lipoxin A4 (LXAy) a lipoxin B4 (LXB,). Lipoxiny vznikaji
mezibunéénou interakci v zénétlivych loZiscich. Enzym
zodpovédny za jejich biosyntézu je 15-lipoxygenasa
(pfitomna v epitelidlnich butikdch, eozinofilech a dalSich
leukocytech), kterd je schopna jak iniciovat biosyntézu
lipoxind, tak transformovat nestabilni leukotrien A, na
lipoxiny. Interakci trombocyti (krevnich desti¢ek)
s leukocyty dochdzi k preméné leukotrienu A4 pomoci
trombocytické 12-lipooxygenasy na LXA4 a LXB, (cit.™).

Lipoxiny jsou také produkovany epitelem dychacich
cest, monocyty ¢i eozinofily, které v pfitomnosti cytokind
IL-4 a IL-13 zvySuji produkci enzymt (15-LO) zodpovéd-
nych za pfeménu kyseliny arachidonové na kyselinu
15S-hydroxyeikosatetraenovou, kterd je neutrofilickou
5-lipooxygenasou pieméiiovana na LXA, a LXBy(cit.”).
Zvysené koncentra¢ni hladiny lipoxinu byly sledovany
u pacientd s bronchialnim astmatem™.

7. Zavér

Monitorovani biomarkertit v kondenzatu vydechova-
ného vzduchu neni trivialni zalezitosti. Sledované analyty
se nachazi ve velmi nizkych koncentracich v komplexni
matrici, tudiz je nutné vyuzivat dostate¢né selektivni, citli-
vé a robustni analytické metody.

Dulezita je rovnéz interpretace ziskanych informaci.
Jeden biomarker Ize totiz sledovat i u vice onemocnéni.
Dochazi tedy k vytvareni skupin biomarkerd, typickych
pro dané onemocnéni, kde se biomarkery navic vyskytuji
ve specifickych koncentra¢nich hladinach. Pomoci kombi-
nace téchto parametrii 1ze od sebe odliSit nejen pacienty
s plicnim onemocnénim od zdravych jedinct, ale také jed-
notlivd onemocnéni od sebe a rizna stadia konkrétniho
onemocnéni.

Tato prdce se uskutecnila v ramci Narodniho progra-
mu udrzitelnosti (NPU I LO1215) MSMT - 34870/2013
a IGA MZ (NV16-270754).

Seznam zkratek

15-LO 15-lipoxygenasa

CHOPN chronicka obstrukéni plicni choroba
Cys-LT receptor receptor pro cysteinylované leukotrieny
BLC receptor receptor pro leukotrien By

EIA enzymova imunoanalyza

ELISA enzymova imunoanalyza na pevné fazi
IL interleukin

INF interferon

KVV kondenzat vydechovaného vzduchu
MI multiplexni imunoanalyza

q TOF hybridni typ analyzatoru spojujici
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TOF
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kvadrupdl s analyzatorem
na bazi doby letu

faktor nekrotizujici nadory
analyzétor na bazi doby letu
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J. VondrouSova, K. Syslovd, and P. Kacer
(University of Chemistry and Technology in Prague, Pra-
gue): Exhaled Breath Condensate — Specific Matrix for
Monitoring Lung Diseases

Diagnostic methods used in the contemporary medi-
cal practice consist of a combination of distressing inva-
sive (bronchial biopsy, bronchoalveolar lavage) and semi-
invasive (induced sputum technique) methods. Monitoring
of specific molecules produced during pathological pro-
cesses in biological matrices is a relatively new technique
which represents an alternative, entirely non-invasive and
comfortable method. The principle is based on the quanti-
fication of specific substances — "biomarkers", which are
considered to be objectively measurable indicators of
a physiological/pathological condition of the organism. In
contrast with non-specific matrices such as blood plasma
(reflecting the state of the whole organism), the exhaled
breath condensate is a specific matrix. Concentration lev-
els of biomarkers in the latter matrix point at pathological
processes only in the airways and lungs. Typical molecules
to be monitored include hydrogen peroxide, leukotrienes,
prostaglandins, lipoxins and prostanoids.



