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Uvod

Asthma bronchiale je civilizani onemocnéni, jehoz
vyskyt v moderni populaci neustdle roste jako dusledek
zvySujiciho se poétu alergenti v zivotnim prostiedi. VEasna
diagnostika uvedeného onemocnéni hraje dulezitou roli
z hlediska zahajeni u¢inné terapie a minimalizace poSkoze-
ni pacienta. V soucasné¢ dobé v praxi pouzivané diagnos-
tické metody spocivaji v kombinaci invazivnich
(bronchialni biopsiel, bronchoalveolarni lavaz’) a semi-
invazivnich metod (metoda indukovaného sputa®), které
jsou pro pacienta zatézujici a u n€kterych pacientl, zejmé-
na déti a seniorti, mohou byt az stresovou zalezitosti. Ana-
lyza dechového kondenzatu je pomérné novou metodou,
jez predstavuje alternativni cestu, kterou lze charakterizo-
vat jako zcela neinvazivni a pro pacienta nezatézujici.
Kondenzéat vydechovaného vzduchu (KVV) je kapalnou
matrici, ktera odrazi slozeni bronchoalveolarni extracelu-
larni plicni tekutiny, jejiz sloZeni koresponduje s d&ji ode-
hravajicimi se bezprostiedné v plicich a dychacich cestach.
Latky obsaZené ve vydechovaném vzduchu se nachazeji ve
dvou fazich — v plynné a v kapalné (ve form¢ aerosolit).
V plynné fazi jsou vedle dusiku, kysliku, oxidu uhli¢itého,
oxidu uhelnatého a oxidu dusnatého pritomny latky
s dostatecnou tenzi par pfi t€lesné teploté a atmosférickém
tlaku — voda, peroxid vodiku, uhlovodiky a fada dalsSich
organickych latek. Molekuly mélo t€kavych latek se do
KVV dostavaji jako aerosolové ¢astice, které jsou strhava-
ny z povrchu sliznice proudem vzduchu. Aerosolové ¢ésti-
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ce a latky tekavé pfi t€lesné teploté mohou byt zkondenzo-
véany pii dychani pfes chladici zatizeni — kondenzator vy-
dechovaného vzduchu, které je dostupné na specializova-
nych klinickych pracovistich. Vznikla kapalina je oznaco-
vana jako kondenzat vydechovaného vzduchu a obsahuje
celou fadu z medicinského hlediska zajimavych latek —
eikosanoidy (metabolity kyseliny arachidonové), peptidy,
enzymy, DNA ad., kterych bylo k dne$nimu dni identifiko-
vano* vice nez 200. Nékteré z nich jsou povaZovany za
citlivé biomarkery plicnich onemocnéni (leukotrien By —
LTB,, cysteinylované leukotrieny C4, Dy a E4 — LTC,,
LTD,, LTE,, 8-isoprostan aj.). Na zaklad¢ stanoveni jejich
obsahu v KVV lze posoudit typ probihajiciho patologické-
ho procesu, rozsah onemocnéni, ptipadné uspésnost tera-
peutického postupu. V ptipadé Asthma bronchiale ptedsta-
vuji skupinu biomarkerd obsazenych v KVV cysteinylova-
né leukotrieny (cys LTs), jejichz koncentrace je v disledku
probihajici alergické reakce v dychacich cestach a plicich
vyznamné zvySena. Jednd se o metabolity kyseliny arachi-
donové, kterd je obsazena v bunéénych membranach jako
sou¢ast membranovych fosfolipida™®. Cinnosti enzymu
S-lipoxygenasy se kyselina arachidonova pfeménuje na
nestabilni epoxidovy leukotrien A, (LTAy), ktery mize byt
dale pteménovan podle jedné ze dvou moznych enzyma-
tickych drah. Pfi zanétlivych procesech v organismu se
pusobenim LTA, hydrolasy syntetizuje ve zvySeném
mnozstvi leukotrien B,4. Paralelni cestu pak pfedstavuje
draha, ktera je ve zvySené mife preferovana v prib&hu
alergickych reakei, kdy uc¢inkem enzymu LTC, syntetasy
vznikd prvni ¢len zrodiny cysLTs, a to leukotrien C,.
K cysLTs dale fadime leukotrien D4 a leukotrien E4. Cys
LTs se postupné preménuji v fadé¢ LTC, — LTD, — LTE,
pusobenim enzymi y-glutamyltranspeptidasy (LTCy; —
LTD,) a dipeptidasy (LTD; — LTE,)’.

V tad¢€ praci bylo popsano stanoveni cys LTs v ruz-
nych télnich tekutinich (krevni plasma, moc, likvor
a KVV) s vyuzitim rozdilnych analytickych metod, jako je
RIA (Radioimmunoassay)®, EIA (Enzyme Immunoassay)’ "2,
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)", p¥ipad-
n& GC-MS'™" nebo LC-MS. Biochemickymi metodami
lze stanovit fadoveé nizsi koncentrace latek, nez jakych je
dnes dosahovéno pouzitim hmotnostné-spektrometrickych
metod (GC-MS, LC-MS), nicméné meze detekce téchto
instrumentalnich metod se v priibéhu posledniho desetileti
dostaly na tiroven piko-, femto-, pfipadné attomoli, coz je
pln¢ postacujici pro detekci vétSiny biologicky aktivnich
latek vyskytujicich se v lidském organismu. Fyziologické
koncentrace cys LTs v KVV se pohybuji v rozmezi 1 az
200 pg ml™". Spojeni kapalinové, piipadng plynové chro-
matografie s hmotnostnim spektrometrem poskytuje oproti
biochemickym metodam nejenom kvantitativni informaci,
ale rovnéZ i informaci strukturni (kvalitativni), kterd je pfi
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vyuziti MS" technik vysoce specifickd. Tim jsou vylouceny
fale$né pozitivni ¢i negativni vysledky, které se v disledku
»zkfizenych reakci® vyskytuji u imunochemickych nebo
enzymatickych metod. Nevyhodou techniky GC-MS je
tepelny prevod latky do plynné faze, ktery u termolabil-
nich latek komplikuje ziskani obou typl informace.

Predkladana prace popisuje metodu kombinujici spe-
cifickou separaci — imunoafinitni extrakci — s vysoce se-
lektivni detekci (LC-MS) pfi stanoveni cys LTs v matrici
KVV. Cys LTs jako biomarkery Asthma bronchiale stano-
vené uvedenou metodou mohou slouzit k diferencidlni
diagnostice uvedeného onemocnéni, coz nabizi alternativu
k existujicim diagnostickym metoddm. Vyvinutd metoda,
respektujici fadu omezeni vyplyvajicich z nizké stability
cys LTs, byla Gspésné testovana v klinickych studiich za-
byvajicich se diagnostikou bronchialniho astmatu a posou-
zenim zmén koncentraci cys LTs v disledku denniho bio-
rytmu organismu, piipadné monitorovanim astmatické
reakce pfi histaminovém testu.

r wr

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Chemikalie byly komer¢niho ptivodu: cysteinylované
leukotrieny (LTC,4, LTD4, LTE,), [20, 20, 20 ’H;] leukotri-
en E4 (LTE,4-d5) — (Biomol, Némecko), afinitni sorbent pro
cysteinylované leukotrieny — (Cayman chemicals, USA),
acetonitril, voda, methanol, (Cistota LC/MS) — (Riedel de
Haén, Némecko), kyselina mravendi, triethylamin (p.a.) —
(Aldrich, USA).

Odbér dechového kondenzatu

KVV byl ziskdvan prostfednictvim kondenzatoru
vydechovaného vzduchu EcoScreen — (Jaeger, Némecko)
a byl shromazd’ovan do polypropylenovych sbérnych na-
dobek (5 ml). Bezprosttedné po odbéru vzorku bylo do
1 ml KVV pfiddno 250 pg LTEs-d; . Nepfitomnost slin
v KVV se prokazovala testem na a-amylasu (aktivita <
0,1 %) pomoci soupravy Biolatest Kit — (Pliva-Lachema,
Ceska republika).

Imunoafinitni separace

Imunoafinitni extrakce byla provadéna nasledujicim
postupem: k 1 ml KVV oznac¢enému LTE-d5 bylo pfidano
50 pl afinitniho sorbentu pro cys LTs. Suspenze byla mi-
chéna na tfepacce po dobu 60 min. Nasledné byl sorbent
odstiedén (500 ot. min™', 10 min) a promyt 2 x 1 ml deio-
nizované vody. K promytému sorbentu byl pfiddn metha-
nol (2 x 0,5 ml) a po pétiminutovém protiepani byl sorbent
odsttedén pti 2500 ot. min~'. Z methanolickych podilii byl
odpafen methanol proudem dusiku. Zbytek po odpaieni
byl rozpustén v 50 pl mobilni faze a podroben LC-ESI-MS
analyze.
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LC-ESI-MS byla realizovana v systému vybaveném
dvéma vysokotlakymi pumpami Varian ProStar 210
(Varian, USA), autosamplerem Varian 410 (Varian, USA).
Chromatografické déleni vzorku (nastfikované mnozstvi
20 ul) bylo realizovano na koloné Hypercarb Thermo
(Thermo, USA) 100 x 2,1 mm x 5 um s pouzitim mobilni
faze o slozeni acetonitril : voda = 70 : 30 (v/v) spH
upravenym triethylaminem na hodnotu 11 a pritokem 250
pl min™'. Pfistroj byl vybaven trojitym kvadrupélovym
analyzatorem Varian 1200L (Varian, USA). Pfi méfeni
bylo pouzito negativni elektrosprejové ionizace (ESI)
v MRM moédu. Podminky na hmotnostnim spektrometru
byly nasledujici: napéti na kapilate —70 V, tlak kolizniho
plynu argonu 0,2 Pa, napéti na jehle —4500 V, teplota susi-
ciho plynu 300 °C (dusik, 117 kPa) a teplota zmlzovaciho
plynu 50 °C (vzduch, 345 kPa).

Vysledky a diskuse

Analyza specifickych latek (biomarker(l) obsazenych
v KVV je pomérné novou, rychle se rozvijejici oblasti
v oboru lékaiské diagnostiky. Biomarkery jsou oznacova-
ny latky produkované organismem, jejichz fyziologicka
koncentrace zdravého organismu je dostate¢n¢ odlisna od

Odbér kondenzatu
vydechovaného wzduchu

l

P¥idavek vnitfniho standardu
{deuterovany LTEq-d3)

]

Separace biomarkerll z matrice

KWV

]

HPLC/ESTS
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]
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]
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Obr. 1. Schéma metody stanoveni cysteinylovanych leukotrie-
ni jako markera Asthma bronchiale
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koncentrace patologicky zvySené v dusledku poskozeni
organismu. Mezi nejvyznamnéjs$i skupinu biomarkerti
obsazenych v KVV patii cys LTs , které jsou povazovany
za biomarkery bronchidlniho astmatu. Zvyseny vyskyt cys
LTs vurcitétm misté organismu signalizuje probihajici
alergickou reakci. Vyhodou stanoveni uvedenych latek
v KVV ve srovnani s krevni plasmou nebo mo¢i je skutec-
nost, ze jejich mnozstvi odrazi bezprostiedni alergickou
reakci probihajici vyhradn€ v plicich a neni zkreslena pfi-
padnymi dalsimi alergickymi procesy odehravajicimi se na
jiném mist€ organismu.

Diagnostika zalozena na stanoveni cys LTs jako mar-
kerd bronchialniho astmatu vSak neni trivialni zalezitosti,
coz dokazuje absence standardizované metody pro jejich
stanoveni, prestoze metod pro kvalitativni 1 kvantitativni
analyzu prokazujicich moznost diferencialni diagnostiky
Asthma bronchiale byla v literatuie publikovana cela fada® "%
Dutivodem chybéjici standardizované metody je predevsim
nerespektovani nizké stability cys LTs za laboratornich
podminek, pfitomnost enzymi zodpovédnych za vzajem-
nou preménu jednotlivych markert (LTCy; — LTDs —
LTE,) v matrici KVV a chemické zmény odehravajici se
v pribéhu pfipravy vzorku pro stanoveni.

Nové¢ vyvinutd metoda kombinuje rychlou separacni
metodu (imunoafinitni extrakei cys LTs z matrice KVV
s vysoce selektivni metodou stanoveni, LC-ESI-MS)), ktera
respektuje veskerd vySe uvedend omezeni a lze ji charakte-
rizovat jako vysoce reprodukovatelnou a presnou. Predkla-
dand metoda (obr. 1) je vhodnd nejen k diagnostickym
uceltim, ale rovnéZ pro monitorovani prib&hu onemocné-
ni, pfipadné¢ sledovani efektivnosti farmakoterapie.
V tomto ohledu mize kombinace imunoafinitni separace
s LC-ESI-MS aspirovat na metodu, kterd by se mohla stat
standardni pro stanoveni cys LTs v KVV jako prostfedku
pro neinvazivni diagnostiku onemocnéni Asthma bronchi-
ale.

Stabilita cysteinylovanych leukotrienti v KVV

Biomarkery Asthma bronchiale — cys LTs jsou zndmy
jako malo stabilni latky, které jsou za ptitomnosti prislus-
nych enzymil schopné vzajemné pfemény. Primarni sna-
hou pfi vyvoji metody stanoveni téchto latek v KVV bylo
postihnout jejich chovani v uvedené biologické matrici
a nalézt postup pfipravy vzorku vhodného pro hmotnostné-
spektrometrickou analyzu umoziujici zachytit koncentraci
analytd ve vzorku bezprostfedné po jeho odebrani.

Odbér KVV se provadi na specializovaném pracovisti
vybaveném zatizenim pro jeho odbér (viz Experimentalni
¢ast). Jiz pfi odbéru KVV je potfeba zachovat standardni
postup respektujici nizkou stabilitu fady latek v této matri-
ci. Kstanoveni cys LTs postacuje odebrat KVV
v mnozstvi alespont 1 ml, jez se ziska za dobu péti az deseti
minut pacientova klidného dychéni usty ptes kondenzator
vydechovaného vzduchu. Vhodné je provést test na konta-
minaci vzorku slinami, ke které by mohlo dojit v disledku
Spatn¢ provedené¢ho odbéru KVV, nebot ve slinich se
vyskytuje vyznamné mnozstvi cys LTs, a byl by tak nale-
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zen fale$né pozitivni vysledek. Kontrolu kontaminace je
mozné provést prostfednictvim stanoveni a-amylasy ve
vzorku.

Vzhledem k citlivosti biomarkeri k celé fad¢ faktor
je idealni ihned po odbéru provést oznaceni vzorku isoto-
picky znaCenym vnitinim standardem (pfidavek 250 pg
deuterovaného analogu LTE; — LTE4-d; do 1 ml KVV).
Standardizace isotopicky znacenym analogem vyuZzi-
vé zcela identického fyzikélniho, chemického a biologic-
kého chovani znamého mnozstvi standardu, ktery ale pfi
hmotnostné-spektrometrické analyze vykazuje odlisné
chovani v detektoru v disledku nahrazeni vodiku deuteri-
em (v tomto pfipad¢ na 3 mistech molekuly). Tato skutec-
nost umoziuje velice ptesné provedeni kvantifikace a mo-
nitorovani zmén ve slozeni vzorku, ke kterym doslo
v pribéhu jeho zpracovani (stable-isotope-dilution assay).
KVV (matrice s majoritnim podilem vody) bezprostiedné
po odbéru vykazuje hodnotu pH v rozmezi 7,2-7,7. Hod-
nota pH KVV se v8ak v kratkém ¢asovém intervalu snizuje
(pH 6,0-6,5) jako diisledek absorpce CO, ze vzduchu',
coZz miZze byt jednou z pfi¢in zmén, které se v uvedené
matrici odehravaji po jejim odebrani. Bylo prokazéano, ze

a
100
Mnozstvi,
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b 100 &
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Obr. 2. Stabilita cysteinylovanych leukotrieni v kondenzitu
vydechovaného vzduchu (A) a v mobilni fazi (B) p¥i 25 °C;
0O L1c, < LD, A LTE,
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pii uchovavani KVV pod inertni atmosférou (argon) se pH
neméni, nicméné u cys LTs se tento parametr nejevil jako
zasadni. Rovnéz nebyl prokazan vliv svétla na stabilitu cys
LTs v KVV. Parametr, ktery vyznamné ovliviiuje obsah
téchto biomarkerd, je teplota. Bylo prokazano, ze za labo-
ratorni teploty se obsah cys LTs velice rychle méni a to
v disledku /) jejich vzajemné pfemény a 2) omezené tep-
lotni stability. Chovani cys LTs v KVV a organickych
rozpoustédlech (mobilni fize pouzitd pfi LC analyze) je
zachyceno na obr. 2, z kterého je ziejmy vliv teploty na
obsah jednotlivych cys LTs. V matrici KVV byla vedle
rozpadu jednotlivych latek (velmi dobfe patrného
v mobilni fazi) sledovéna i jejich pfeména v fadé¢ LTC4 —
LTDy; — LTE, katalyzovana pfitomnymi enzymovymi
systémy. Dale bylo zjisté€no, Ze pti teploté —80 °C je moz-
né uchovavat KVV beze zmény obsahu sledovanych latek
po dobu 3 mésicli (rovnéz teplota —20 °C se jevila jako
vyhovujici). Naproti tomu teplota 4 °C k uskladnéni KVV
nebyla dostate¢n€ nizkd. Proces vzdjemnych pfemén a
odbouravani odpovidajici teplotni zavislosti rychlostnich
konstant obou procest se sice zpomaloval, ale pfesto pro-
bihala degradace sledovanych biomarkert v obou matri-
cich v horizontu jednotek hodin. Zlomovou teplotou pro
stabilitu latek je zfejmé prevedeni vodné matrice
z kapalného do pevného stavu (teplota 0 °C). S ohledem na
uvedenou skutecnost byl posuzovan parametr ,,cyklus roz-
mrazovani — zamrazovani“. Pfi kazdém obratu uvedeného
cyklu se snizuje mnozstvi cys LTs v KVV o 8-9 %.

Imunoafinitni separace

Vzhledem k velmi nizké koncentraci cys LTs v KVV
a slozitosti této matrice je vhodné sledované latky pred
samotnou LC-MS analyzou separovat, ptipadné zkoncent-
rovat. Principem imunoafinitni extrakce je vysoce specific-
ka reakce mezi antigenem (vtomto pfipadé cys LTs)
a protilatkou (v tomto ptipad€ mysi protilatka proti LTC,,
LTD,, LTE,4 zakotvenou na Sepharose 4B). Imunoafinitni
separace byla realizovana pfidavkem sorbentu (50 ul) do
1 ml KVV (vazebna kapacita imunoafinitniho sorbentu
byla stanovena na 100 ng cys LTs na 1 ml sorbentu). Ty-
picky casovy pribéh imunoextrakce je znazornén na
obr. 3, kde je zachycena zavislost vytézku na dob& imuno-
extrakce. Z grafu je zfejmé, Ze s prodluZujicim se Casem
imunoextrakce roste vytézek cys LTs zKVV, nicméné
paralelné s tim se tyto latky rozkladaji v disledku negativ-
niho vlivu teploty (25 °C). Po dosazeni maxima vytéznosti
zacne proces rozkladu prevazovat. Na zdkladé uvedené
zavislosti byla zvolena optimalni doba imunoseparace
(60 min).

Neméné¢ dulezitym parametrem je pomér mnoZzstvi
imunoafinitniho sorbentu a cys LTs, resp. objemu KVV
(mnozstvi cys LTs v KVV se v klinickych vzorcich pohy-
buje v intervalu 50-250 pg ml™' KVV). Zavislost mnozstvi
imunoextrakci separovanych cys LTs na jejich piivodnim
mnozstvi pfitomném v KVV je zachycena na obr. 4. Uve-
dena zavislost ma charakter Langmuirovy adsorpéni iso-
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Obr. 3. Vytézek cysteinylovanych leukotrienii v zavislosti na
dobé imunoextrakce

termy s oblasti linedrni, v které s rostoucim mnoZstvim cys
LTs v matrici se zvySuje mnozstvi zachycené protilatkou
na povrchu sorbentu, a oblast nelinearni, kde pomér mnoz-
stvi cys LTs k protilatce je natolik velky, ze mnoZzstvi za-
chycenych latek se jiz téméf neméni s rostoucim mnoz-
stvim marker( v matrici. Z hlediska ptfesnosti metody bylo
v klinickych analyzdch pouZzivdno 50 pl sorbentu, coz
odpovida imunoextrakéni separaci probihajici v linearni
Casti zavislosti, ktera je na obr. 4 zachycena ¢arkované. Po
separaci imunoafinitniho sorbentu centrifugaci (500
ot. min™") a oddéleni horni vrstvy byl sorbent promyt 2 x 1
ml vody (separace zbylych nenavazanych latek z KVV)
anasledn¢ byla vazba antigen — protilatka rozvolnéna
methanolem. Vzorek k nastfiku do analytického systému
LC-ESI-MS byl ziskdn odpafenim methanolu proudem
dusiku do sucha a jeho rozpusSténim v mobilni fazi

800
Separované
mnozstvi
2Cys LTs,
P9
400 [
r
| ¢
*
I
o
0 1000 2000
2Cys LTs v KVV, pg
Obr. 4. Imunoseparace: Zavislost separovaného mnoZstvi
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Obr. 5. Chromatogramy a kolizni spektra cysteinylovanych leukotrient

(standardné pouzivano 50 ul). Uvedenym postupem bylo
mozné separovat 80-90% cys LTs piitomnych
v klinickém  vzorku. Podil nespecifickych reakei
s imunoafinitnim sorbentem byl zanedbatelny.

Imunoafinitni sorbent bylo mozné regenerovat opako-
vanym promytim nasledujicimi rozpoustédly: voda (1 ml)
— 85 % ethanol (1 ml) — 0,1 M fosfatovy pufr (pH 4;
1 ml) — voda (1 ml). Takto zregenerovany imunoafinitni
sorbent byl pfipraven k opakovanému pouziti k imunoex-
trakci bez méfitelné ztraty sorpcni kapacity. Experimental-
né bylo ovéfeno pouziti sorbentu v deseti po sob¢ nasledu-
jicich cyklech.

Z hlediska diagnostiky Asthma bronchiale byl pouzi-

véan, jako isotopicky znaleny standard LTE4-ds;, ktery
umoznil monitorovat ztraty cys LTs v prub¢hu celé meto-
dy, nicméné neumoznoval postihnout naslednou reakci
jednotlivych cys LTs v prib¢hu imunoseparace (LTC, —
LTD4 — LTE,). Tento nedostatek, ktery ovSem neni vy-
znamny z hlediska diferencialni diagnostiky Asthma bron-
chiale, by bylo moZné odstranit ptidavkem vSech isotopic-
ky znacenych cys LTs a monitorovat tak jejich ztraty neza-
visle. Nicméné sumérni hodnota cys LTs byla ziskéna s
maximalni relativni chybou 5,6 % a pro jednotlivé cys LTs
nepfesahla 6,5 %.
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Tabulka I

Parametry MRM modu v¢etné¢ hodnoty kolizni energie
cysteinylovanych leukotriend pro hmotnostné-spektro-
metrické stanoveni

Biomarker MRM Kolizni energie
Q1-Q3 [eV]

LTC, 624,1 - 271,1 27

LTD, 495,2 — 176,1 21

LTE,4 438,2 — 3331 19

LTEs-ds 441,2 — 336,1 19

LC-ESI-MS

Nedavny bouflivy vyvoj v oblasti LC-MS umoziuje
dnes bezproblémovou separaci a paralelni detekci mnoz-
stvi analytt v znacné slozitych matricich. Z tohoto divodu
stejn€ jako pro svou velkou citlivost a schopnost pfinést
vysoce specifické strukturni informace se LC-MS stava
metodou prvni volby v analyze biologickych matric. Sta-
noveni pikogramovych mnozstvi cys LTs v pomérné€ slozi-
té télni tekutiné KVV je problémem feSitelnym metodou
LC-MS, a to i z hlediska budouci rutinni praxe. Kapalino-
va chromatografie byla pfti analyze cys LTs realizovana na
kolon& Hypercarb a slouZzila /) nejen k oddé€leni latek od
Cela analyzy, kde by v dasledku piipadné koeluce soli
a endogennich slozek matrice mohlo dochazet k potlaceni
signalu hmotnostniho detektoru (signal suppression effect)
negativnim vlivem na probihajici ionizaci, 2) ale rovnéz
k separaci jednotlivych cys LTs (LTCy — tg = 1,4 min,
LTD, — tg = 1,8 min a LTE, — tg = 2,0 min; viz obr. 6)
a dalsich prostanoidu (leukotrien B4 — tg = 2,8 min, 8-iso-
prostan — tg= 2,2 min, mrtvy cas kolony = 0,8 min). Pod-
minky chromatografické analyzy byly optimalizovany
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Obr. 6. Zména  hladiny  cysteinylovanych  leukotrienii

v pritbéhu denniho biorytmu; [] LTC4,<> LTDs, A LTE,, @

Z Cys LTs
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s ohledem na omezeni na strané hmotnostniho detektoru
(pratok mobilni faze kompatibilni s pouZzitou ionizaci), ale
rovnéz s dirazem na citlivost detektoru.

Hmotnostné-spektrometrickd detekce byla realizova-
na negativni elektrosprejovou ionizaci ve vysoce selektiv-
nim médu MRM. Na prvnim kvadrupdlu byl izolovan
quasimolekularni ion (deprotonovany molekularni ion)
[M-H]™ pfislusného cys LT, ktery byl pouzit jako prekur-
zor pro naslednou kolizné-indukovanou disociaci (CID) na
druhém kvadrupolu. V ,kolizni“ cele (Q2) dochézelo
k selektivnimu rozpadu molekuly za vzniku dcefiného
spektra (obr. 5), z kterého byl na tretim kvadrupdlu izolo-
van specificky ion (dcefiny) snejvys§im zastoupenim.
Podminky MRM ve formé typickych rozpadovych reakci
a energie kolizné-indukované disociace pro jednotlivé cys
LTs jsou zachyceny v tabulce I. Kolizni energie, stejné
jako dal8i parametry na hmotnostnim spektrometru, byly
optimalizovany z hlediska ziskani maximalni citlivosti
vyvinuté metody (viz experimentalni ¢ast).

Pro jednotlivé cys LTs byla sestrojena kalibracni za-
vislost poméru ploch leukotrienu a vnitiniho standardu na
koncentraci daného analytu. Ziskané experimentalni body
byly v rozmezi limitu kvantifikace az 1000 pg zpracovany
metodou linearni regrese s presnosti (udano Pearsonovym
korelaénim koeficientem) pro LTC, > 0,9993, LTD, >
0,9996 a LTE;> 0,9991. Ekvivalentni kalibra¢ni zavislosti
byly ziskdny zmatrice KVV pfidanim odpovidajiciho
mnozstvi cys LTs do uvedené matrice, z které byly nasled-
né separovany imunoextrakénim postupem a kvantifikova-
ny LC-ESI-MS/MS. Kalibracni kiivky pfipravené vyuzi-
tim matrice KVV se vyznaCovaly linearni zavislosti
v rozmezi limitu kvantifikace — 1000 pg s korela¢nim koe-
ficientem pro LTC4 > 0,9955; LTD,4 > 0,9983 a LTE, >
0,9947. Shodnosti kalibra¢nich kiivek ziskanych z matrice
KVV a mobilni faze se prokazala absence vlivu matrice na
kalibraéni zavislost. Spravnost metody byla stanovena pro
pet sérii vzorki (pocet vzorkl v jedné sérii n = 6), jednotli-
vé série se lisily mnozstvim cys LTs (25, 50, 75, 100
a 250 pg) v matrici KVV. Spravnost metody pro jednotlivé
cys LTs, limit kvantifikace, limit detekce a pfesnost jsou
uvedeny v tab. II.

Tabulka II
Charakteristiky metody kombinujici imunoextrakci s LC-
ESI-MS pro stanoveni cysteinylovanych leukotrienti

LTC, LTD, LTE,
Mez detekee, pg ml™ 2 1 1
Kvv
Mez kvantifikace, pg mI™' 16 6 5
KvVv
Spravnost, % 93,5 94,2 95,4
Ptesnost, % 90,3 90,9 91,6




Chem. Listy 703, 224-231 (2009)

150

&
¢, pgml™’
100
50 T
0 . | . .
LTC, LTD4 LTE; XCyslLTs

Obr. 7. Vysledky klinické studie — diferencialni diagnostika
Asthma bronchiale; [ kontrolni skupina, O Asthma bronchiale

Klinicka studie

Vyvinuta metoda byla pouzita pro analyzu klinickych
vzorkl, pficemz bylo nutné zmapovat chovani biologické-
ho systému s ohledem na produkci cys LTs v pribéhu
denniho biorytmu. Ve skupin€¢ 10 dobrovolnikt ( veék 18 £
1, nekufaci, bez diagnézy Asthma bronchiale) byly ode-
brany Ctyfi vzorky KVV vzdy v prib¢hu jednoho dne (v 6,
12, 18 a 24 h). U vsech subjektl byl prokazan zcela shod-
ny trend ve vyvoji koncentraci cys LTs, které se v prib¢hu
dne zvySovaly a na svou plivodni koncentracni hladinu se
vracely az v dobé spanku (obr. 6). V pribéhu dne (18 az
20 hodin bez spanku) se suma cys LTs zvysila v priméru
0 25,4 %. Pro diferencialni diagnostiku Asthma bronchiale
je proto nutné respektovat tuto skutecnost a dodrzovat
stejny Cas odbéru (v klinickych studiich byly vzorky ode-
birany vzdy mezi 8. a 12. hodinou).

Cilem klinické studie bylo ovéfit moznost diferencial-

150
cCys LTs,
pg ml”’
100
50

th

Obr. 8. Monitorovani hladiny cysteinylovanych leukotrienii
v kondenzatu vydechovaného vzduchu béhem histaminového
(bronchoprovokacniho) testu
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ni diagnostiky Asthma bronchiale. Byla provadéna
u 20 osob s touto diagndézou a stejné pocetnou kontrolni
skupinou. Vysledky byly statisticky zpracovany a jsou
uvedeny na obr. 7, zkterého je zifejmé, Ze existuje vy-
znamny rozdil mezi hodnotami koncentraci nékterych
leukotrieni (pfedevsim C4 a E4) u osob s diagnosti-
kovanym onemocnénim, ktery je zvyraznén u sumarnich
hodnot cys LTs. Vyznam leukotrienu D4 pro diferencialni
diagnostiku Asthma bronchiale nebyl zcela potvrzen, ac-
koliv i u tohoto biomarkeru byl zaznamenan rozdil v jeho
primérné hodnoté, kterd byla vyS8i u pozitivné diagnosti-
kovanych subjektti, nicméné rozdil v konfidencnich inter-
valech byl statisticky nevyznamny.

Vyvinuta diagnostickd metoda byla pouzita rovnéz
v klinickém experimentu, jehoZ cilem bylo ovéfit moznost
monitorovani prubéhu alergického onemocnéni, ptipadné
terapeutického postupu. U skupiny dobrovolnikt (10) byl
proveden bronchoprovokacni test podanim histaminu.
KVV byl odebrdn pfed histaminovym testem a potom
v ¢asovych intervalech 30, 60, 120, 180 a 240 min. Vysle-
dek testu je zachycen na obr. 8, z kterého je ziejmé, Ze
organismus na histamin reagoval zvysenou produkci cys
LTs, jejichz hladina se po dosazeni maxima koncentrace
vracela na svou puvodni hodnotu. Z daného testu vyplyva,
ze uvedena metoda v sobé zahrnuje i moznost sledovani
ucinnosti terapeutickych postupd.

Zavér

Byla vyvinuta metoda pro detekci a kvantifikaci cys
LTs jako potencidlnich biomarkerd Asthma bronchiale
v KVV. Stanoveni cys LTs v uvedené matrici umoziuje
monitorovat déje odehravajici se bezprosttedné v plicich
a dychacich cestach nezavisle na procesech probihajicich
v celém organismu, jak je tomu pii stanoveni biomarkerti
v krevni plasmé nebo moci. Ackoliv v nedavné dobé¢ byla
vyvinuta fada metod pro stanoveni cys LTs v KVV a pro-
kazéana moznost diferencialni diagnostiky Asthma bronchi-
ale, neexistuje dosud standardizovany postup pro stanove-
ni jejich koncentra¢nich hladin a vysledky z riznych pra-
covist’ vykazuji zna¢nou nesourodost. Predkladana prace si
kladla za cil identifikovat mozné zdroje uvedenych inkon-
sistenci a respektovat je pii vyvoji metody stanoveni
a navrhu metodiky méfeni od odbéru vzorku az po ziskani
validnich dat v podobé koncentraci jednotlivych cys LTs
vuvedené matrici a jejich korelaci s fyziologickymi/
patologickymi procesy odehravajicimi se v plicich, ptipad-
né¢ dychacich cestach. Vyvinuta metoda kombinujici imu-
noextrakéni separaci s hmotnostné-spektrometrickou de-
tekei respektuje celou fadu omezeni plynoucich ze slozi-
tosti matrice a nizké stability cys LTs. Je charakterizovana
dobrou piesnosti a vysokou reprodukovatelnosti.
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Seznam symboll a zkratek

cys LTs cysteinylované leukotrieny — LTC,;, LTD4
aLTE,

LTA, leukotrien A4

LTB, leukotrien By

LTC, leukotrien Cy4

LTD, leukotrien D,

LTE, leukotrien E4

KvVv kondenzat vydechovaného vzduchu

MRM monitorovani vice reakci — Multiple Reaction
Monitoring

ESI elektrosprejova ionizace

CID kolizn¢ indukovana disociace — Collision Indu-
ced Dissociation
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K. Syslova®, J. Piech?®, J. Lebedova®, D. Pelclova®,
and P. Kafer® (“ Department of Organic Technology,
Institute of Chemical Technology, Prague, ” Department of
Occupational Medicine, 1" Faculty of Medicine, Charles
University, Prague): Development of a Non-Invasive
Diagnostic Method for Bronchial Asthma

A method was developed for rapid and accurate deter-
mination of cysteinylleukotrienes (LTC4, LTD4, LTEy),
essential biomarkers of bronchial asthma, in exhaled
breath condensate. The method consists of an im-
munoseparation procedure combined with selective and
sensitive detection by LC-ESI-MS in the multiple reaction
monitoring mode (MRM) and using a stable-isotope-
dilution assay. The precision of the method was around
94 %. The mean accuracy was higher than 90 % for the
content of cysteinylleukotrienes in the concentrate up to
250 pg ml™". The method was tested on patients with occu-
pational bronchial asthma and compared with healthy sub-
jects. The differences between the two groups were signifi-
cant.



