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Princip analyzy kondenzatu vydechovaného vzduchu
(EBC) spocdiva v neinvazivnim odbéru biologického
materialu a nasledné detekci mediatorl souvisejicich
s dé&ji probihajicimi v plicich a dolnich cestach dychacich.
Astma a cysticka fibréza (CF) jsou onemocnéni, ktera jsou
Uuzce spojena se zanétem respiraéniho traktu. Cilem
predlozené diplomové prace bylo porovnat metabolomické
profily kondenzatli dechu ziskanych od pacientll s CF,
astmatem, astmatiki |éCenych glukokortikosteroidy
a zdravych jedincl. Cilena metabolomicka analyza byla
provedena pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni  spektrometrii, necilena
metabolomicka analyza probihala v systému kapalinové
chromatografie v kombinaci s  vysoko-rozliSujicim
hmotnostnim spektrometrem. Cilenou metabolomickou
analyzou bylo nalezeno 42 metabolitd, necilenym
pfistupem bylo nalezeno 110 potencidlnich analytl
definovanych pfesnou m/z a retenénim Casem.
DiskriminaCni  analyzou bylo dosazeno rozdéleni
studovanych skupin pacientll a zdravych kontrol. Byly
nalezeny diference v hladinach aminokyselin, purinQ
ataké kyseliny arachidonové. Vysledky této prace
potvrdily, Ze metabolomika je vhodny nastroj pro
metabolické profilovani EBC.
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The principle of exhaled breath condensate (EBC)
analysis is based on non-invasive sampling of
biological material and the subsequent detection of
mediators associated with processes in the lungs
and lower airways. Asthma and cystic fibrosis (CF)
are diseases which are closely associated with
inflammation of the respiratory tract. The aim of the
thesis was to compare the metabolomic profiles of
EBC from patients with CF, asthma, asthmatic
patients treated with glucocorticosteroids and healthy
individuals. Targeted metabolomic analysis was
performed using liquid chromatography coupled with
tandem mass spectrometry, untargeted metabolomic
analysis was performed on liquid chromatography in
combination with high resolution mass spectrometry.
By the targeted metabolomic analysis 42 metabolites
was found. By untargeted metabolomic analysis 110
potential analytes was found defined by m/z and
retention time. The discriminant analysis show
splitting of the patients and healthy controls groups.
Differences in the levels of amino acids, purines and
arachidonic acid were observed. The results of this
study confirmed that metabolomics is a suitable tool
for metabolite profiling of EBC.
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1 Kondenzat vydechovaného vzduchu

Ke klasickym postuplm odbéru sekretu z dolnich cest dychacich patfi indukce
sputa a bronchoskopie s bronchoalveolarni lavazi (BAL), (Mutlu et al., 2001). Ackoli
muze bronchoalveolarni lavaz poskytnout klinicky hodnotné informace, jedna se
o invazivni zakrok s moznymi riziky jako je sedace a infekce. Problematicka je také
opakovatelnost vykonu v kratkych Casovych intervalech (Effros et al., 2003). Nejen
z téchto dlvodu vzrista zajem o sledovani biomarkert v kondenzatu vydechovaného
vzduchu (EBC ,exhaled breath condensate®), jako jednoduche, neinvazivni techniky,
ktera by v budoucnu mohla nahradit vySe zminéné metody (Mutlu et al., 2001).

Dominantni slozkou vydechovaného vzduchu je vodni para obohacena o malé
anorganické molekuly jako NO, O,, CO,, tékavé organické slouceniny (uhlovodiky,
alkoholy, ketony, aldehydy, estery), (Buszewski et al., 2007) a netékavé slozky, napf.
aminokyseliny (Hanazawa et al., 2000), prostanoidy (Montuschi et al., 2002a), cytokiny
(Shahid et al., 2002) aj., které se do exhalovaného vzduchu dostavaji ve formé
aerosolu (respiraénich kapének) uvolfiovanych zpovrchu dychacich cest.
Mechanismus vzniku téchto ¢asteCek neni doposud zcela objasnén, jedna z variant
predpoklada, Ze jsou vytvareny diky turbulentnimu proudéni vzduchu, jenz ma
dostate¢nou energii nezbytnou k uvolnéni kapének z vystelkové tekutiny dychacich
cest (Hunt, 2002). Mnozstvi ¢asteCek aerosolu zavisi na rychlosti proudéni vzduchu
a povrchovém napéti extracelularni vystelkové tekutiny (Mutlu et al., 2001). Kapénky
mohou byt formovany nejen v hornich a dolnich cestach dychacich, ale dokonce
i v horni Casti zazivaciho traktu. AvSak je pravdépodobné, Ze vétSina aerosolu vznika

v dychacich cestach, kde je turbulence nejvyssi (Effros et al., 2004).

1.1 Odbér EBC

Jednou z moznosti odbé&ru vydechovaného vzduchu je pouziti RTube® kolektoru
dechu (Respiratory Research Inc., Charlottesville, VA, USA), ktery je slozen
z pfedchlazeného hlinikového pouzdra, do néjz se =zasouva jednorazova
polypropylenova sbérna tuba - v té je mozno vzorek uchovavat, popf. prevazet
(Obr. 1a, 1b). Jednosmérny tok vydechovaného vzduchu zajistuji dva jednocestné
ventily. MnoZstvi kondenzatu, které Ize touto cestou ziskat, se u ditéte pohybuje
v rozmezi 75-150 pl/min a u dospélého 100-250 pl/min. Vyhodou pfistroje je jeho
pfenosnost, jednorazové provedeni navic vyluCuje moznost kfizové kontaminace

vzorku (http://www.rtube.com).
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Dalsi alternativou sbéru EBC je kondenzator vydechovaného vzduchu
EcoScreen® (Jaeger Toennies, Hoechberg, Né&mecko) s elektrickym chlazenim
(Obr. 1c). Jeho souclasti je naustek, jednocestny ventil a sbérny systém umistény
v chladicim bloku. Sbérny systém se sklada zlamelarniho kondenzatoru na jehoz
vnitini sténé dochazi ke zkapalnéni frakce expirovaného vzduchu a jeho stékani do
sbérné nadobky. Teplota uvnitf chladiciho bloku udavana vyrobcem je -10 °C.
Okamzité mrazeni vzorku je vhodné zejména pro sledovani méné stabilnich latek, jako
jsou napft. leukotrieny. Vzhledem k tomu, ze je zmifovana teplota pravdépodobné vysSi
nez -10°C, neni jednotna béhem celého odbéru & diky moznym technickym
problémim, jsou bezprostfedné odebrané vzorky ¢asto ve formé kapalné nebo ve
smési zmrzla fazel/kapalina. Tato nejednotnost mulze ovlivnit koncentrace labilnich
slou¢enin v EBC (Montuschi, 2005a). Pfi délce odbéru 15 minut se ziska pramérné

1,5ml kondenzatu. Pristroj EcoScreen mize byt spojen s pneumotachografem

a pocitatem pro on-line zaznamenavani respiracnich parametri (Montuschi et al.,
2005a).

(a) (b) (C) naustek (3 S

jednocestny ventil

ventilovy blok
chladici blok

sbérny systém

lamelarni kondenzator.
kondenzat

m nadech
m vydech

Obr. 1: (a) Fotografie RTube kolektoru dechu (b) a jeho znazornéni z pohledu toku
vzduchu pfistrojem, (c) schéma  kondenzatoru EcoScreen. Prevzato

z http://'www.rtube.com; Montuschi 2005a.

Srovnavaci studie odbéru EBC vySe zminénymi technikami ukazala, ze typ
kondenzatoru ma vliv na pH vzorku, celkovy obsah protein0 a koncentraci
cysteinylovych leukotrient (cys-LT). Konkrétn&, EBC zdravych osob ziskany pfistrojem
EcoScreen byl zasaditéj$i v porovnani s RTube odbérem (pH = 6,45 + 0,20 versus
pH = 6,19 £ 0,23), obsahoval vice proteinu (c = 3,89 + 2,03 ug/ml respektive ¢ = 2,65 +

1,98 pg/ml) a mnozZstvi cys-LT bylo rovnéz vyssi (Czebe et al., 2008).
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Poslednim zde zminénym kondenzatorem je TURBO-DECCS (ItalChill, Parma,
Italie) s chladicim zafizenim ,TURBO® pracujicim na principu Peltierova efektu.
Chlazeni je propojeno se sbérnou ¢asti ,DECCS", coz je jednorazovy polyethylenovy
systém sloZeny z naustku, jednocestného ventilu a sbérné nadobky. Pracovni teplota
pristroje se pohybuje v rozmezi od -10 °C ~ 20 °C (i vy3S8i) s toleranci + 1 °C (Goldoni
et al., 2005).

1.2 Faktory ovliviujici slozeni EBC
1.2.1 Okolni vzduch

Okolni vzduch obsahuje molekuly, které mohou ovlivnit slozeni EBC.
Atmosférické slouceniny mohou pfimo pfispét ke zméné urovné latek v EBC, rozkladat
nebo reagovat s molekulami vkondenzatu dechu, popi. vést Kk zanétlivym
a biochemickym procesiim v dychacich cestach, jenz mohou nasledné ovlivnit slozeni
EBC (Horvath et al., 2005). Bylo napfiklad prokazano, ze atmosféricky oxid dusnaty
shizuje mnozstvi vydechovaného peroxidu vodiku (Latzin et al., 2002). Pfistupu
okolniho vzduchu, ktery neni pfimo vdechovan Ize zabranit technologii odbéru dechu,
napf. pouzitim jednocestného ventilu. Teplota vzduchu a jeho vlhkost maji vliv na pH

EBC, coz se také mulze projevit na konecném slozeni vzorku (Kullmann et al., 2008).

1.2.2 Nosni vs. oralni inhalace, pouziti nosniho klipsu

Bé&hem inhalace nosem mohou nékteré mediatory formované v nose vstupovat
do dolnich cest dychacich. Jejich pfipadné vydechnuti usty mize nasledné ovlivnit
slozeni EBC (Horvath et al., 2005). Studie srovnavajici jednotlivé formy odbéru dechu
(vdechovani nosem - vydechovani usty versus vdechovani i vydechovani usty)
u zdravych osob neprokazala rozdily v koncentracich adenosinu, tromboxanu B2
aamoniaku v EBC. AvSak u pacientl s alergickou rymou inhalujicich nosem
s vydechem sty byly nalezeny vySSi koncentrace adenosinu, nez pfi druhém
uvedeném zpusobu odbéru (Vass et al., 2002).

Ztratam vzorku nahodnym vydechovanim nosem lze zabranit uzitim nosniho
klipsu. Jeho aplikace vS8ak muze otevfit nasofaryngealni velum (,velum® - mékké patro)
a nasledné tak kontaminovat kondenzat vzduchem znosu. Toto je nutné uvazit
zejména pfi sledovani biomarkerd (napf. nékterych eikosanoidu), které mohou byt
rovnéz formovany v nose a ve vedlejSich nosnich dutinach (Shaw et al., 1985; Vass et
al., 2002).
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1.2.3 Oralni kontaminace

Sliny obsahuji fadu mediator(, které mohou kontaminovat, pfipadné navysit
uroven metabolitd v kondenzatu vydechovanéo vzduchu. Gaber et al. (2006) ve své
studii poukazal na vysokou hladinu leukotrienu B4 (LTB,) ve slinach a na jeho
pfitomnost v EBC zdravych osob s pozitivnhim testem na a-amylasu. Jako dalsSi pfiklad
muzeme uvést adenosintrifosfat (ATP), jehoz koncentrace se ve slinach pohybuje
v fadu pM (Kocharfiska et al., 2000), kdeZto v EBC se jedna o pM mnozstvi (Lazar et
al., 2008). Pro snizeni rizika kontaminace vzorku slinami lze vramci technologie
kondenzatoru vyuzit ,slinné pasti“ skladajici se bud z komUrky, nebo trubky umisténé
nize nez jsou Usta exhalujici osoby (Montuschi, 2005a).

Amoniak a nékteré sirné slou€eniny, jako napf. sulfan, methylsulfid Cdi
merkaptany mohou byt produkovany bakteriemi pfitomnymi v ustech. Castenou
prevenci muze byt sterilizace dutiny uUstni pfed odbérem ¢&i polykani nahromadénych

slin v pribéhu odbéru vzorku (Sofia et al., 2011).

1.2.4 Napoje a jidlo

Vliv potravin pfed sbérem EBC zlstava nejasny. Nicméné pokud sledujeme
mediatory v EBC, o nichz vime, Ze jsou pfitomny v jidle &i piti (napf. kofeinové napoje
pfed méfenim koncentrace adenosinu) je vhodné vyhnout se jejich poZziti nékolik hodin

pfed samotnym odbé&rem (Horvath et al., 2005; Huszar et al, 2002).

1.2.5 Koureni

Koufeni ma vliv na fadu mediatord. V porovnani s nekouficimi kontrolami bylo
v EBC kufakla nalezeno napf. zvySené mnozstvi dusiénant (Corradi et al., 2003c),
interleukinu-6, LTB, (Carpagnano et al., 2003a) a nitrosothioll (Corradi et al., 2001),

viz tab. 1.

Tab. 1: Priklady mediatorQ, jejichz koncentrace byly zvySené v EBC kufak( oproti

nekouricim kontrolam.

mediator vyjadreni koncentrace nalezené koncentrace nalezené
koncentrace V EBC kouricich osob v EBC kontrol

dusi¢nany median (rozsah) 62,5 (9,6-158,0) uM 9,6 (2,6-119,4) uM

interleukin-6  prlimér + SEM 5,6 £ 1,4 pg/ml 2,6 £0,2 pg/ml

LTB, primér + SEM 9,4 + 0,4 pg/ml 6,1+ 0,3 pg/ml

nitrosothioly ~ primér + SEM 0,46 £ 0,09 uM 0,11 +£ 0,02 pM

SEM - stfedni chyba praméru
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2 Vybrané mediatory zanétlivych onemocnéni

2.1 Eikosanoidy

Eikosanoidy, konkrétné prostanoidy, leukotrieny a isoprostany se fadi mezi
silné mediatory zanétu, jenz jsou zodpovédné za vazodilataci/vazokonstrikci, exsudaci
plasmy, mukézni sekreci, kasel, bronchokonstrikci/bronchodilataci, nabor zanétlivych
bunék, aj. (Kharitonov & Barnes, 2001).

2.1.1 Leukotrieny

Leukotrieny (LT) vznikaji z kyseliny arachidonové 5-lipoxygenasovou drahou.
Jejich nazev souvisi s plvodni izolaci matefské molekuly z leukocytld v kombinaci
s vyskytem tfi sériové umisténych dvojnych vazeb v uhlikovém skeletu (Drazen et al.,
1999).

Leukotrieny délime do dvou tfid: prvni z nich zahrnuje leukotrien B4, zatimco
druha skupina je tvofena peptidolipidy: LTC,, LTD4 a LTE,, které jsou v literatufe ¢asto
uvadény pod spoleénym nazvem cysteinylové leukotrieny, dfive sulfidopeptidoveé LT
(Nicosia et al., 2001).

LTB, je syntetizovan monocyty, alveolarnimi makrofagy a neutrofily, zatimco
cys-LT jsou formovany alveolarnimi makrofagy, eozinofily, basofily a zirnymi burikami
(Nicosia et al., 2001). LT jsou dokonce tvofeny v kostni dfeni, kde ovliviiuji proliferaci
a diferenciaci hematopoetickych bunék (Cap & Brezina, 2009).

Vznik LT je indukovan imunologickymi i neimunologickymi faktory, jako pfiklad
muzeme uvést degranulaci zirnych bunék, dale kys. acetylsalicylovou u aspirin-
senzitivniho astmatu, fyzickou zatéz, chladny vzduch, cigaretovy kouf aj. (Fauler &
Frolich 1997; Cap & Brezina, 2009).

Prvnim krokem v biosyntéze leukotrienu je uvolnéni kyseliny arachidonové (AA)
z membrany fosfolipidi - déje se tak napf. aktivaci fosfolipasy A, (EC 3.1.1.4),
hydrolyzujici fosfatidylcholin (Dennis, 1987). Naslednou metabolizaci uvedené kyseliny
5-lipoxygenasou (EC 1.13.11.34) vznika 5-HPETE (5S-hydroperoxyeikosa-6,8-trans-
11,14-cis-tetraenova kyselina), ktery je totoznym enzymem dale pfeméfovan na LTA,
(Obr. 2), (Rouzer et al.,, 1986). Ten muze byt posléze konvertovan budto LTA,
hydrolasou (EC 3.3.2.6) za vzniku LTB, ¢&i LTC, synthasou (EC 4.4.1.20),
zprostfedkujici  navazani  glutathionu v C-6  pozici, za  zisku LTC,.
y-Glutamyltranspeptidasou (EC 2.3.2.2) a dipeptidasou (EC 3.4.13.19) Ize v uvedeném
poradi z LTC, dale syntetizovat LTD,a LTE, (Lewis et al., 1990).
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Funkce leukotrienu je realizovana vazbou na specifické receptory, doposud byly
objeveny CysLT1, CysLT2 a LTB1. Prvné zmifiovany, nalezeny v hladké svaloviné
bronchu a v tkafiovych makrofazich, je spoleény pro v8echny cys-LT. CysLT2 byl
detekovan v lidskych plicnich cévach. U CD8+ T bunék produkujicich interleukin-13
byla prokazana pfitomnost vysokoafinitniho receptoru LTB1 pro leukotrien B,. Exprese
tohoto receptoru je esencialni pro rozvoj zanétu v dychacich cestach (Cap & Brezina,
2009; Lynch et al., 1999).

kyselina arachidonova
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Obr. 2: Biosynteticka draha leukotrieni z AA. Pfevzato z Nicosia et al., 2001.
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Leukotrien B, se Fadi mezi silné chemoatraktanty neutrofild, stimuluje jejich
degranulaci (Palmblad et al., 1981) a agregaci na cévni stény (Dahlén et al., 1981).
Ackoli ma slaby efekt na hladké svalstvo, muze pfispivat ke zuzeni dychacich cest
tvorbou lokalniho edému a zvySenim mukozni sekrece (Montuschi, 2005b). Také
podporuje vznik nékterych cytokinl, napf. interleukinu-5 zlidskych T lymfocytd
(Yamaoka et al., 1993) a interleukinu-6 z lidskych monocyta (Brach et al., 1992).

Cysteinylové leukotrieny naopak silné indukuji stah hladké svaloviny dychacich
cest, jsou 100 az 1000x ucinngjSi nez histamin (Barnes et al., 1984). Dale zvySuji
permeabilitu cév a stimuluji sekreci mukdzy (Drazen et al., 1980, Samuelsson, 1983).
Mohou také ovliviiovat pocet histaminovych H1 receptorli na povrchu bunék hladkého
svalstva a perifernich monocytd (Pynaert et al., 1999).

Ve srovnani s kontrolnimi subjekty byly nalezeny zvySené hladiny LTB,
v kondenzatech dechu pacientl s cystickou fibrézou (CF), (Ckonroy = 6,8 * 0,7 pg/ml;
Ccr = 28,8 £ 4,3 pg/ml), (Carpagano et al., 2003b) a astmatem, kdy u steroidné
nelé€enych atopickych astmatiki byla drovei zminéného leukotrienu vyS$Si
[m'= 255,1 (175,0-314,7) pg/15 min dychani], nez v pfipadé EBC pacient IéCenych
glukokortikosteroidy [m’= 125,0 (25,0-245,0) pg/15 min dychani]. U kontrol byly
zjisténé hodnoty LTB, nasledujici: [m'= 87,5 (82,5-102,5) pg/15 min dychani],
(Montuschi et al., 2005c).

2.1.2 Prostanoidy

Prostanoidy Ize rozdélit na prostaglandiny (PG) a tromboxany (Tx). Podrobnéji
lze PG Kklasifikovat z hlediska modifikaci na cyklopentanovém kruhu (pismeny A-I)
a také poctem nasobnych vazeb v postrannich fetézcich (skupiny 1-3). PG ze série 1
vznikajici z y-homolinolenové kyseliny obsahuji 13-trans dvojnou vazbu. 5-Cis
a 13-trans dvojné vazby jsou pfitomny u prostaglandin( ze série 2, které jsou odvozeny
od kyseliny arachidonové. Vychozi molekulou syntézy posledni skupiny PG majici ve
struktufe 5-cis, 13-trans a 17-cis dvojné vazby je eikosa-5,8,11,14,17-pentaenova
kyselina (Obr. 3), (Narumiya et al., 1999).

Jelikoz je u vétSiny savcu z vySe uvedenych prekurzort nejdominantngjsi kys.
arachidonova, jsou v téle syntetizované prostaglandiny pfedevSim ze série 2
(Narumiya et al., 1999). V této draze je pak arachidonova kyselina pfeménovana
cyklooxygenasou (EC 1.14.99.1) za vzniku PGG,, ktery se posléze rozpada na PGH..
Naslednym puUsobenim synthas vznikaji konkrétni formy prostanoidu (Obr. 4), (Smith,
1992).
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eikosa-5,8,11,14,17-pentaenova kyselina
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.‘\\\W\/COOH

SH PGE4

Obr. 3: Syntéza 1., 2. a 3. série prostaglandin(, pfevzato z Noverr et al., 2003.
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Obr. 4: Biosynteticka draha prostanoidl. Tvorba prostaglandint série 2 (PGG,, PGH,,
PGD,, PGE,, PGl,, PGF,,) a tromboxanu TxA,. PGG, a PGH;, maji stejnou kruhovou

strukturu, liSi se vSak hydroxyperoxy- resp. hydroxy- skupinou na uhliku C15 (pfevzato

z Narumiya et al., 1999).

Prostaglandiny G, H, | a TxA jsou chemicky nestabilni, rychle se pfemé&nuji na

inaktivni produkty. Ackoli jsou zbylé formy stabilni, jsou rychle metabolizovany.
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PfedevSim diky tomu se ma za to, Ze prostanoidy pusobi lokalné, v misté jejich
produkce (Narumiya et al., 1999).

V organismu zastavaji mnoho funkci - napfiklad reguluji transport vody a iontu
v ledvinach, ovliviuji hojeni ran, jsou zapojeny v apoptoze, bunécné diferenciaci
a v onkogenezi (Narumiya et al., 1999). Hraji roli i vregulaci zanétu, mohou jej
potlaCovat & naopak podporovat. Typickym prozanétlivym prostaglandinem je PGD,,
jenz je syntetizovan alveolarnimi makrofagy, krevnimi destiCkami a zirnymi burnikami.
Je silnym bronchokonstriktorem zvySujicim sekreci mukdzy (Sampson et al., 1997).
Vy$&Si koncentrace této slou€eniny byla nalezena v tekutiné z bronchoalveolarni lavaze
pacientl s atopickym astmatem a rymou, ktefi byli vystaveni pusobeni alergenu
PGE,, ktery u astmatickych pacientd inhibuje ranou a pozdni alergen-indukovanou
odpovéd (Pavord & Tattersfield, 1995), snizuje také produkci interlekukinu-12 (Van Der
Pouw Kraan et al.,, 1995), aj. V kondenzatu dechu byla nalezena zvy$ena hladina
PGE; u pacientl s cystickou fibrézou [Cxontroy= 41,0 (29,0-50,0) pg/ml; Cstapiini cr = 72,0
(64,3-81,8) pg/ml; Cpestavini cF = 83,0 (74,3-91,3)], (Lucidi et al., 2008) &i s chronickou
obstruk¢ni plicni nemoci (COPD ,chronic obstructive pulmonary disease®), [Ciontroy=
44,3 (30,2-52,1) pg/ml; Ccopp steroidni lseba = 93,6 (52,8-157,0) pg/ml; Ccopp bez steroiaa =98,0
(57,0 -128,4) pg/ml ], (Montuschi et al., 2003).

2.1.3 Isoprostany

Vroce 1990 byly objeveny prostaglandinim F, podobné slouceniny, které
nevznikaly enzymaticky pfes cyklooxygenasu, nybrz byly tvofeny radikalové
katalyzovanou peroxidaci kyseliny arachidonové (Morrow et al., 1990). Tyto latky,
izomerické k PGF,,, byly pojmenovany F,-isoprostany. Jejich biosynteticka draha je
uvedena na obr. 5, kdy z kys. arachidonové po abstrakci vodiku a adici kysliku vznika
peroxylovy radikal, nasleduje exocyklizace a opétovna vazba kysliku za tvorby
slou€enin pfipominajicich prostaglandin G,. Tyto nestabilni bicykloendoperoxidové
meziprodukty se pak spontanné pfeménuji na isoprostany (Musiek et al., 2005). TFi
radikaly kys. arachidonové tedy vedou ke &tyfem F, isoprostanovym regioisomerim,
které jsou pojmenovany podle Cisla uhliku ve struktufe, na kterém lezi hydroxylova
skupina (uhlik karboxylu nese €islo 1). Alternativnimi cestami mohou vznikat i E,-, D,-,
A,- a J-isoprostany (Roberts Il & Morrow, 2002).

Isoprostany Ize povazovat za markery oxidativniho stresu - zejména proto, ze
se jedna o stabilni produkty lipidové peroxidace, které se vyskytuji v fadé biologickych

tekutin a tkani v detekovatelném mnozZstvi (Roberts Il & Morrow, 2000). Zanétliva
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onemocnéni jsou Casto spojovana se zvySenou produkci reaktivnich forem kysliku
(ROS). Prostiedi v dychacich cestach astmatiki je z biochemického hlediska pfiznivé
pro reakce zprostfedkované pravé témito slou¢eninami (Dworski, 2000). Neni proto
prekvapenim, Ze zvySena hladina isoprostanu 8-epi-PGF,, (8-isoprostan) byla
nalezena v EBC pacientl s astmatem [Cyonmoly = (15,8 * 1,6) pg/ml; Ceze astma = (48,9 *
5,0) pg/ml], (Montuschi et al., 1999), stejné tak jako u dalSich onemocnéni, pro néz je
charakteristicky oxidativni stres napf. v kondenzatu dechu subjektd s CF [Ciontroy = 15,5
(11,5-17,0) pg/ml; Cstavini cr= 30,5 (25,3-36,0) pg/ml; Chestavini cF= 47,5 (44,0-50,0)],
(Lucidi et al., 2008).

kyselina arachidonova
COOH
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o OOH = / —
/ A COOH 0, o COOH
o 74
OOH
COOH ooH
[H] [H]
COOH
HO [H] COOH
— COOH
HO [H] M/\/

COOH

série 5 série 12 série 8 série 15

Obr. 5: Biosynteticka draha F,-isoprostan(, pfevzato z Roberts Il & Morrow, 2002.
Co se tyCe efektu isoprostand na hladké svalstvo, tak tyto latky nejenze

vyvolavaji stahy svaloviny dychacich cest, ale také vedou k zuzeni cév a tepen v€etné

aorty, jak je pfehledné shrnuto v review (Janssen, 2000).
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2.2 Cytokiny

Pojem cytokiny zahrnuje Sirokou Skalu peptidd s pfevazné parakrinnim nebo
autokrinnim plsobenim. Vedle interleukint (IL), lymfokind a monokinl zahrnuje tato
skupina latek i nékteré rlstové faktory. V organismu se ucastni napfiklad imunitni
reakce, zanétl, regenerace tkani, embryonalniho vyvoje, angiogeneze, oogeneze,
spermatogeneze, kancerogeneze aj. V zavislosti na typu cytokinu, jsou produkovany
prevazné T lymfocyty, makrofagy, bazofily, eozinofily a fibroblasty. T lymfocyty navozuji
chronickou zanétlivou reakci produkci IL-3, IL-4, IL-5 (Kelner et al., 1997).

V BAL tekutiné chronickych astmatikl byly nalezeny zvySené koncentrace IL-6,
IL-5, IL-4 a TNF-a (tumor necrosis factor). U nealergického bronchialniho astmatu byla
v bronchoalveolarni plicni tekutiné prokazana i zvySena hladina IL-2 (Kelner et al.,
1997). V EBC astmatikd byla nalezena zvySena hladina IL-4 (c = 53,7 £ 4,2 pg/ml) ve
srovnani s kontrolou (c = 35,7 = 6,2 pg/ml) a s pacienty na steroidni |é¢bé (c = 37,5
* 5,6 pg/ml), (Shahid et al., 2002).

2.3 Dusikaté derivaty
2.3.1 Oxid dusnaty, 3-nitrotyrosin, nitrosothioly

ZvySena hladina oxidu dusnatého (NO) byla napfiklad prokazana ve
vydechovaném vzduchu pacientl s astmatem (Kharitonov et al., 1994).

Endogenné vznika oxid dusnaty z L-argininu (Knowles et al., 1989) za katalyzy
NO synthasy (NOS), (EC 1.14.13.39). U ¢lovéka se zminény enzym vyskytuje ve tfech
izoformach. Izoenzym | se nachazi prevazné v neuronech a epitelovych burkach.
Variantu || muZzeme nalézt u cytokin-indukovatelnych typu bunék napf. v lidskych
chondrocytech (Charles et al., 1993) a izoenzym Il se vyskytuje zejména v burnkach
endotelialnich. Aktivita izoforem | a Il je silné zavisla na pfitomnosti vapenatych iontu
a kalmodulinu (Férstermann et al., 1994). Bronchialni biopsie u astmatickych pacientt
prokazala zvySenou expresi indukovatelné NO synthasy ve srovnani s kontrolami
(Hamid et al., 1993). Aktivitu této formy enzymu je mozné potlacit steroidy, coz bylo
potvrzeno snizenim urovné NO ve vydechovaném vzduchu po podani kortikosteroidd
(CNO Kontroly = 5,05 Ppb; Cno astma = 16,3 PPDL; Cno astma 16s0a = 13,5 ppb), (Nelson et al.,
1997).

V klinické praxi se také setkdvame se stanovenim hodnoty frakce
vydechovaného oxidu dusnatého FENO ,fractional exhaled nitric oxide“. Jedna se
o vyhovujici ukazatel eosinofilniho zanétu podavajici dopliikovou informaci

v hodnoceni stavu pacienta (Tab. 2). Mezi faktory ovliviujici hladinu FENO patfi mimo
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jiné koureni, inhalace chladného vzduchu, cysticka fibréza, dieta bohata na dusi¢nany,
vyska, vék a dalsi (Cap & Brezina, 2009).

Tab. 2: llustrativni tabulka znazorfujici pravdépodobnost eosinofilniho zanétu
v zavislosti na hodnotach FENO u déti do 12 let, upraveno dle Cap & Brezina, 2009.

Déti do 12 let

Hodnoty FENO shizené normalni zvySené velmi zvySené
ppb <5 5-20 20-35 >35
Eosinof. zanét nepravdépodobny  nepravdépodobny slaby vyznamny

Oxid dusnaty zastava fadu fyziologickych funkci, mimo jiné se podili na regulaci
krevniho tlaku (Rees et al., 1989), pusobi jako endogenni neutrotransmiter
bronchodilatanich nervu (Belvisi et al., 1992), ma antimikrobialni u€inky (De Groote &
Fang, 1995), podporuje vazodilataci a exudaci plasmy (Barnes, 1996) a;.

Mezi jeho vyznamné patologické projevy Fadime u€ast na tvorbé reaktivnich
dusikatych radikald (RNS) a na nitraci tyrosinovych rezidui proteint vedouci ke vzniku
nitrotyrosinu. V souvislosti se zanétlivymi onemocnénimi je €asto zmifiovana nitrace
tyrosinu cestou pres peroxynitrit (Obr. 6), ktery vznika reakci NO se superoxidovym
radikalem (Koppenol et al.,, 1992; Kaminsky et al, 1999) ¢&i enzymaticky

myeloperoxidasovou oxidaci NO, (Van Der Vliet et al., 2000).

L-citrulin

NO NOS L-arginir

/ o2
o, % e

nitrace proteinu <—— ONOO'

Obr. 6: Proteinova nitrace cestou pfes peroxynitrit: oxid dusnaty, vznikly Stépenim
argininu enzymem NOS (synthasa oxidu dusnatého), reaguje se superoxidovym
radikalem za uvolnéni nestabilniho peroxynititu, ktery muUze nasledné atakovat

tyrosinova rezidua proteinu, pfevzato a upraveno z Ghosh et al., 2011.

Zvys$ena hladina 3-nitrotyrosinu byla nalezena v EBC pacientd s astmatem,

ktefi nebyli léCeni glukokortikosteroidy (Casma = 15,3 = 2,0 ng/ml; Ciontroy = 6,3 *
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0,8 ng/ml). Astmatici na Ié€bé meli tuto hladinu vi¢i kontroldm naopak snizenou (mirné
astma: ¢ = 5,0 £ 0,6 ng/ml; téZké astma: c = 3,3 £ 0,6 ng/ml), (Hanazawa et al., 2000).

S-nitrosothioly jsou slouéeniny s obecnou strukturou RS-NO. Mezi nejznaméjsi
patfi S-nitrosoglutathion a S-nitrosocystein, které mohou vznikat interakci peroxynitritu
se slouc€eninami obsahujicimi thiolovou skupinu (Van Der Vliet et al., 1998).

V EBC pacientd stézkym astmatem bylo nalezeno zvySené mnozZstvi
nitrosothiolu ve srovnani s kontrolou (Cwse astma = 0,81 £ 0,06 pM; Ciontray = 0,11 *
0,02 yM) a s mirnymi astmatiky (Cmime astma = 0,08 £ 0,01 uM). U subjektll s CF a COPD
byla hladina nitrosothiolu v kondenzatu vydechovaného vzduchu rovnéz vysSi (ccr =
0,35 £ 0,07 uM respektive ccopp = 0,24 £ 0,04 uM), (Corradi et al., 2001).

2.4 Aldehydy

Jak jiz bylo naznaceno vyse, fada plicnich onemocnéni véetné astmatu, COPD
a cystické fibrozy je spojena s oxidativnim stresem a tedy i se zvySenou hladinou ROS.
V plicich jsou tyto radikaly produkovany zejména aktivovanymi zanétlivymi burikami,
jako jsou eozinofily, neutrofily a alveolarni makrofagy (Larstad et al., 2005). ROS
pfispivaji k oxidaci bunécnych makromolekul v€etné DNA, proteind a lipidd. Jsou
jednim z hlavnich iniciatort lipidové peroxidace - konkrétné se ucCastni premény
polynenasycenych mastnych kyselin ,PUFA" (polyunsaturated fatty acids) na nestabilni
lipidové hydroperoxidy a aldehydy, jakym je i malondialdehyd. Pro zjisténi obsahu
malondialdehydu v kondenzatu dechu kapalinovou chromatografii bylo nutné
zminénou latku podrobit derivatizaci 2,4-dinitrofenylhydrazinem - v EBC pacientt
s COPD bylo nalezeno jeji zvySené mnozstvi ve srovnani s kontrolou (Ccopp = 57,2 £
2,4nM a Controy = 17,7 = 5,5 nM), (Corradi et al., 2003a). V pfipadé astmatickych
pacientl byla zjisténa koncentrace malondialdehydu (Casima = 30,2 + 2,4 nM) vyS$Si, a to
jak u kontrolnich 0sob (Cyontroy = 19,4 £ 1,9 nM), tak u astmatickych pacientt I1é¢enych
pétidennim oralnim podavanim steroidniho hormonu prednisonu (Ceea = 18,5 %
1,6 nM), (Corradi et al., 2003b). Rovnéz byly v EBC pacientd s COPD nalezeny vyS$Si
koncentrace hexanalu (c = 63,5 % 4,4 nM) a heptanalu (c = 26,6 £ 3,9 nM) v porovnani
s kontrolami (c = 17,7 £ 5,0 nM, resp. ¢ = 14,2 £+ 3,5 nM), (Corradi et al., 2003a).
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3 Astma

3.1 Definice astmatu

Dle provedenych epidemiologickych studii vzrasta prevalence a zavaznost
astmatu jak u déti, tak dospélych. Odhaduje se, Ze timto onemocnénim trpi na celém
svété okolo 300 milionu lidi, v nékterych zemich se jedna az o 18 % populace
(Bateman et al., 2008). Prevalence astmatu se v Ceské republice pohybuje kolem 8 %,
u déti je v8ak vy3si - mezi 12-15 %. Umrtnost je zde velmi nizka, Fadové 1:100 000
obyvatel, coz pfedstavuje pfiblizné 130 nemocnych roéné. Mortalita souvisi pfedevsim
s nedostatecnou Ci zcela chybéjici dlouhodobou protizanétlivou Ié€bou (Kasak, 2005).

Astma zahrnuje nékolik fenotypl, liSicich se spoustécimi faktory, projevy,
zavaznosti, reakci na lécbu aj. coz v praxi ztéZuje klinickou diagnostiku (Wenzel,
2006).

Definice podle GINA ,Global initiative for asthma“ je nasledujici: Astma je
chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest, kde hraji roli mnohé buriky (zejména
T lymfoycyty, neutrofily, zirné bunky, eozinofily a epitelové bunky) a bunééné &astice.
Chronicky zanét je spojen s bronchialni hyperreaktivitou vedouci k opakujicim se
epizodam piskotu pfi dychani, kasle, dusnosti a tlaku na hrudi - zejména vecer nebo
Casné rano. Tyto udalosti jsou obvykle provazeny rozsahlou, ale variabilni obstrukci
dychacich cest, Casto reverzibilni, odeznivajici spontanné nebo vliivem 1é¢by (Bateman
et al., 2008).

Na vzniku a rozvoji astmatu se podili zejména intermitentni obstrukce

dychacich cest, bronchialni hyperreaktivita a zanét (Kasak, 2005).

3.2 Obstrukce dychacich cest

Obstrukce patfi mezi hlavni projevy astmatu, vznika nej¢astéji v dusledku stahu
hladké svaloviny dychacich cest (napf. vlivem uvolnéni bronchokonstrikénich latek jako
je histamin, PGD,, cys-LT aj. zanétlivymi burikami), dale diky mukézni hypersekreci,
edému Ci remodelaci stén dychacich cest (Lemanske et al., 2003), viz obr. 7.
Remodelace Cdili prestavba pradusSkové stény nastava v dasledku dlouhodobé
probihajiciho zanétu (zvlasté pozdé diagnostikovaného &i neléCeného). Strukturalni
zmény pak napfiklad zahrnuji zvySené ukladani kolagenu, fibronektinu a tenascinu do
intersticia (vmezefené tkani) pfiléhajiciho k vrstvé epitelu, dale hyperplazii poharkovych

bunék a slizni€nich Zlazek ¢€i hypertrofii hladkého svalu (Kasak, 2005).
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U pacienta vede obstrukce k ventilacni poruSe, snizeni rychlosti vydechu
a nadechu a Casto i k pocitu dudnosti (pomalu rozvijejici se obstrukce byva zpravidla
Iépe tolerovana nez ta, ktera vznika nahle). Reverzibilita a stuper obstrukce je jednim
z faktorl pro posouzeni zavaznosti astmatu. Jako tézké astma by mélo byt hodnoceno
astma s téZzkym stupném obstrukce a také to, kde byla prokazana Spatna reverzibilita
i pfes kvalitni lé€bu (Pohunek & Svobodova, 2007).

submukdza

submukoza s otokem z(ideni prostoru

prostor pro
proudeéni vzduchu

pro proudéni vzduchu

sval

sliznice nadbyrek hlenu

hlenowvorna

sval Zldzka zvySens sekrece

hlenu Ziazkami

NORMALNI DYCHACI CESTA DYCHAC CESTA BEHEM ASTMATICKEHO ZACHVATU

Obr. 7: Zuzeni dychacich cest béhem astmatického zachvatu, pfevzato z Ayres 2001.

3.3 Bronchialni hyperreaktivita

Bronchialni hyperreaktivita (BHR), ¢Cili sklon k bronchokonstrikci je pro
priduskové astma charakteristickda - na zakladé vystaveni rGznym spoustécim
faktordm pfi ném dochazi k snaz§imu vyvolani bronchospasmu (zUzeni pradusek),
které u zdravych jedinct zadnou odpovéd nevyvolaji (Pohunek & Svobodova, 2007).
Mezi takovéto faktory muzeme zaradit stimulace pfimé, jako je provokace histaminem
&i metacholinem nebo stimuly nepfimé - cvigeni, chlad, aj. (Cap & Brezina, 2009).

Na prubéhu BHR se podili fada mechanisml(, mimo nepfiméfené reakce
hladkého svalu je nutné zminit i nadmérnou cévni reaktivitu majici za nasledek vysSi
propustnost cévni stény a snazsi otok sliznice a také vysSi reaktivitu nervovych viaken
vedouci ke zvySené drazdivosti. Bronchialni hyperreaktivita je ovlivnitelna nejen
prostfedim, ale i genetickou predispozici (napf. vztah k BHR a astmatu byl prokazan
pro gen ADAM-33, jenz je lokalizovan na kratkém raménku 20. chromosomu). BHR
nemusi byt pfitomna jen u alergického zanétu, ale muze provazet i dalSi nemoci, jako
je napf. CF a primarni ciliarni dyskineze (Pohunek & Svobodova, 2007; Kasak, 2005).

Hyperreaktivita pradudek se vySetfuje bronchokonstrikénimi testy a kvantifikuje
se méfenim plicni funkce pfed a po inhalaci latek stimulujicich hladké svalstvo napf.

histaminu, metacholinu, acetylcholinu, cys-LT & PGD, nebo se zjiStuje podanim
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specifickych latek (inhalanich alergend z vnéjSiho prostfedi), které mohou vést
k upfesnéni etiologie BHR. Je mozné wvyuzit i nepfimych bronchokonstrikénich
podnétl, jako jsou hyper- a hypotonické roztoky, tachykininy, propranolol aj. (Kasak,
2005).

3.4 Zanét

Chronicky zanét je u astmatického onemocnéni pfitomen vzdy a to bez ohledu
na alergii Ci jeho zavaznost. Podili se na ném fada bunék - zejména antigen
prezentujici burky, lymfocyty, eozinofily, mastocyty (zirné bunky), neutrofily,
makrofagy, bazofily a bunky epitelové (Kasak, 2005).

T lymfocyty reaguji na pfitomnost antigenu, fidi také zanétlivou odpovéd
produkci cytokin, kdy napf. Th2 lymfocyty tvorbou IL-4 stimuluji B lymfocyty
k uvolnéni protilatek tfidy IgE. Z dalSich cytokin(, které jsou produkovany Th2
lymfocyty, mizeme uvést IL-3, ktery z vySe uvedenym IL-4 ovliviiuje funkci bazofilu.
IL-5 se naopak podili na diferenciaci, proliferaci a aktivaci eozinofild (Kasak, 2005).
V oblasti plicni periferie zdravych osob tvofi lymfocyty asi 10 % bunék. Zmény v jejich
po¢tu mizeme pozorovat u kurakd a vybranych chorob charakterizovanych chronickym
zanétem, v€etné astmatu (Kelner et al., 1997).

Eozinofily se uplathuji pfedevSim v pozdni fazi alergické reakce, jsou také
odpovédné za vznik alergického zanétu. Uvolnuji velké mnozstvi mediator(, které
ovliviiuji BHR, kontrakci hladkych svall, vazodilataci aj. (Kasak, 2005). Jejich
degranulaci mohou byt uvolnény i bazické proteiny, které extracelularné poskozuji
strukturu bronchialni stény - jedna se napfiklad o hlavni bazicky protein (MBP),
eozinofilni kationicky protein (ECP), eozinofilni neurotoxin (EDN), eozinofilni
peroxidasu (EPO), a faktor aktivujici desti¢ky (PAF). Tyto proteiny jsou zodpovédné za
rozruSovani pevnych spoju epitelu, coz vede k odlou€eni epitelialnich bunék do lumina
a obnaZzeni bazalni bunécné vrstvy, dale indukuji zmnozZeni vaziva a hmoty hladkého
svalu v subepitelialnim prostoru bronchialni sliznice. Eozinofily jsou schopny migrace
na zakladé chemotaktickych faktor( (napf. IL-5, eotaxinu) z nichz nékteré i samy
produkuji - mohou tak eozinofilni zanét nezavisle udrzet (Pohunek & Svobodova,
2007).

Zirné buriky jsou typické pro ranou fazi alergické reakce a pro anafylaxi (prudka
alergicka reakce). Na svém povrchu maji taktéz vysokoafinitni receptory pro IgE
(FceRI). Jejich aktivaci dochazi k degranulaci a uvolnéni fady mediatord véetné
histaminu, LT a PG vyvolavajici bronchospasmus, vazodilataci s edémem aj.

U mastocytu alergikh byl prokazan zvySeny pocet téchto IgE receptort, takze
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I minimalni mnozstvi alergenu vyvola vyliti obsahu cytoplasmatickych granul a produkci
zanétlivych mediator(l (Kasak, 2005; Brhel et al., 2008).

Neutrofily se ve zvySené mife vyskytuji u pacientd s chronickym tézkym
astmatem, dale je nalezneme u exacerbace nasledkem virové infekce a pfi vystaveni
vzdusnym poutantim. Produkuji tzv. matrixmetaloproteinasy, které hraji vyznamnou
roli v remodelaci pradusSek. Neutrofily narozdil od eozinofili Spatné odpovidaji na l1é¢bu
kortikosteroidy (Kasak, 2005).

Buniky epitelu mohou byt jak poskozovany, tak aktivovany. Jejich aktivace vede
k indukci tvorby zanétlivych cytokinu, antigentd HLA Il. tfidy a adhezivnich molekul.
Jsou vyznamnym producentem NO indukujici vazodilataci a sekreci hlenu (Kasak,
2005).

Jak bylo naznaCeno vySe, imunopatologickou reakci mizeme rozdélit na
¢asnou neboli ranou fazi s projevy nastavajicimi mezi 10. az 30. minutou a pozdni fazi
histamin a leukotrieny. Klinicky se tato faze projevuje otokem, zarudnutim, kopfivkou,
kontrakci hladkych svalG a tvorbou hlenu. V pozdni fazi se umocriuji zmény vyvolané
zvysSenou permeabilitou cév, také zanétlivé buiky migruji do perivaskularnich prostor.

Obecné se zde zanét prohlubuje (Brhel et al., 2008).

3.5 Rizikové a vyvolavajici faktory astmatu

Vznik a vyvoj astmatického onemocnéni je vysledkem individualnich vlivl
jedince v kombinaci s pestrou Skalou faktort prostiedi. Faktory prostfedi mizeme dale
konkretizovat na ty, které ovliviiuji vnimavost k astmatu a na faktory precipitacni,
vyvolavajici exacerbaci (Kasak, 2005).

Nejrizikoveéjsi skupinou nachylnou k astmatu jsou atopici, pro kterou jsou

specifickymi spoustéci alergeny (Brhel et al., 2008).

3.5.1 Faktory vnitfni

Zrizikovych  faktord hostitele napomahajici propuknuti astmatického
onemocnéni lze vyzdvihnout genetickou predispozici a atopii, dale hyperreaktivitu
dychacich cest &i perinatalni faktory. Caste¢né se zde projevuje vliv véku a pohlavi
(Kasak, 2005).

Astma se stejné jako ostatni alergické nemoci fadi k onemocnénim s tzv.
polygenni  multifaktorialni  dédiCnosti. Zatim  bylo identifikovano  nékolik
chromosomovych oblasti vztahujicich se k astmatu - jedna se o mista na 5., 6., 7., 10.,

11.,14., 16., 17., 19. a 20. chromosomu (Kasak, 2005). Pro konkrétnost mizeme uvést
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geny ADAM-33, PHF11, DPP10, GRPA ¢i SPINKS, které jsou v urlitych populacnich
skupinach spojovany se zvySenym rizikem vyskytu astmatu. Geneticky vliv rodicu
k predispozici astmatu déti je uveden v tab. 3. Genetika muze vyznamné zasahnout
i do odpovédi na Ié€bu - jako pfiklad mizeme zminit polymorfismy na beta-2-receptoru,
kdy zmény aminokyselin v pozici 16 a 27 vedou k ovlivnéni reakce s beta-2-
antagonisty (Pohunek & Svobodova, 2007).

Tab. 3: Vyskyt astmatu u déti na zakladé pritomnosti astmatu rodicu, dle Pohunek &
Svobodova, 2007.

Astma rodi¢i Astma u déti

Zadny rodi€ nema astma 6 % déti ma astma
jeden rodi€¢ ma astma 20 % déti ma astma
oba rodi€e maiji astma 60 % déti ma astma

Atopie je geneticka predispozice k alergické reakci zprostifedkovana protilatkami
tfidy IgE. Je pfitomna asi u poloviny astmatickych pacientd, pfi¢emz riziko propuknuti
astmatu je u atopika asi 10-20x vySSi jak u zdravého jedince. Celosvétova prevalence
atopie dosahuje k 40 %, v CR je ji ovlivnéno asi 33 % populace (Kasak, 2005, Pohunek
& Svobodova, 2007).

Vliv pohlavi se u déti projevuje cca do 14 let. Vtomto obdobi je astma
diagnostikovano €astéji u chlapcu. V puberté se vS§ak pomér mezi pohlavim vyrovnava
a nad 40 let pak pfevazuji zeny (Kasak, 2005, Brhel et al., 2008).

Perinatalni faktory (resp. faktory vztahujici se k obdobi pfed porodem a kratce
po ném) zahrnuji zejména nizkou porodni hmotnost ditéte, se kterou napf. souvisi
nezralost plic. Neméné podstatnou roli dale sehrava koufeni matky v té&hotenstvi
(Kasak, 2005).

3.5.2 Faktory vyvolavajici exacerbaci a modifikujici vnimavost astmatu

Exacerbace astmatu neboli astmaticky zachvat, je vyslednym dé&jem, na kterém
se podili zanét, BHR a spoustéci faktor iniciujici fetézec pochodu, vedouci k akutnimu
stavu dusSnosti vyzadujici aktivni 1é¢bu, popf. intenzivni l|ékafskou péci. Nizké
koncentrace téchto spoustécl mohou pfispét k prohloubeni chronického zanétu, vyssi
koncentrace pak mohou zapficinit akutni exacerbaci (Pohunek & Svobodova, 2007).
Faktory navozujici exacerbaci se tedy ¢astecné kryji s faktory modifikujicimi vnimavost
k astmatu. Radime zde napt. alergeny, vzdusné polutanty, respiraéni infekce, télesnou

namahu, potraviny, Iéky a drogy (Kasak, 2005).

-27 -



Alergen je substance schopna vyvolat tvorbu specifickych IgE protilatek. Mezi
typické inhalacni alergeny obytnych budov fadime prach, roztoCe a plisné.
Z venkovniho prostfedi se nej¢astéji jedna o pyly (Kasak, 2005).

Koufeni zvySuje riziko vzniku astmatického onemocnéni a pfispiva k jeho
progresivnimu zhorSovani (Kasak, 2005). Drazdéni sliznice dychacich cest koufem
muze vést kindukci €i umocnéni intenzity zanétlivé reakce. Tabakovy kouf také
poskozuje integritu epitelu, coz napomaha praniku inhalaénich alergent do organismu
(Pohunek & Svobodova, 2007).

Znecisténi prostfedi muze byt zodpoveédné za zhorSeni jiz existujiciho astmatu,
pficemz priimyslovy smog vyvolava spise chronickou bronchitidu, fotochemicky smog
(napf. ozon, oxidy dusiku) pak ovliviiuje zejména BHR (Kasak, 2005).

Virové infekce dychacich cest jsou hlavnimi iniciatory zhorSeni astmatu
vzplanuti zanétu, vyznamné zvysit BHR, aj. Radime zde napf. rhinovirus a respiraéné-
syncytialni virus, znamy také pod zkratkou RSV (Pohunek & Svobodova, 2007).

Télesna namaha je dalSim typickym spoustéCem astmatickych pfiznaku déti.
Fyziologickou podstatou jsou osmotické a tepelné zmény vyvolané hyperventilaci pfi
télesné namaze (vyznamnéjSim podnétem je vzduch studeny a suchy). Tyto zmény
vedou ve sliznici dychacich cest k degranulaci zirnych bunék a tedy k uvolnéni
mediator akutni reakce (Pohunek & Svobodova, 2007).

V pfipadé Iéku je typickym predstavitelem aspirin (kys. acetylsaliciyova), kdy jim
navozené astma muze byt budto plvodu alergického ¢i miZze souviset se samotnym
ucinkem léku zasahujicim do metabolismu kyseliny arachidonové. U drog se jedna

zejména o kokain a heroin (Kasak, 2005).

3.6 Klasifikace astmatu
3.6.1 Klasifikace podle zavaznosti astmatu

Zakladnim prvkem klasifikace dle zavaznosti astmatu je rozdéleni onemocnéni
na astma intermitentni a perzistujici, které je dale blize specifikovano na astma mirné,
stfedné tézké a tézké, viz tab. 4. Tato forma klasifikace je nejvhodnéjsi v situaci,
nejsou-li projevy astmatického onemocnéni ovlivnény 1é€bou (Pohunek & Svobodova,
2007).
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Tab. 4: Klasifikace zavaznosti pfed I1é¢bou, kdy FEV, je usilovné vydechnuty objem za

1 s a PEF je vrcholovy vydechovy pritok, pfevzato z Pohunek & Svobodova, 2007.

Priznaky a funkce plic pacienta

pfiznaky méné nez 1x tydné
kratké exacerbace
Stupen 1 - intermitentni noéni pfiznaky méné jak 2x za mésic

normalni funkce plic mezi epizodami

pfiznaky CastéjSi nez 1x tydné&, ale ne kazdy den
Stupern 2 - lehké perzistujici nez 1x tydné

normalni funkce plic mezi epizodami

pfiznaky denné

exacerbace mohou narusit aktivitu a spanek
nocni obtize nejméné 1x tydné

60 % < FEV; < 80 % nalezité, nebo 60 % < PEF

< 80% nejlepsi osobni hodnoty

Stuperi 3 - stfedné tézké perzistujici

kazdodenni pfiznaky
Casté exacerbace
Stupen 4 - tézké perzistujici Casté nocni astmatické obtize
FEV, < 60 % naleZité, nebo PEF < 60% nejlepsi

osobni hodnoty

Zavaznost je pak hodnocena podle intenzity a frekvence pfiznakd astmatu -
vCetné exacerbaci, dale podle stupné postizeni funkce plic, omezeni denni aktivity,

popf. dle frekvence uzivani zachrannych 1€kl (Kasak, 2005).

3.6.2 Klasifikace podle stupné kontroly

Tato klasifikace rozliSuje astma pod kontrolou, pod ¢aste¢nou kontrolou a pod
nedostateCnou kontrolou, viz tab. 5. Astma pod kontrolou je takovy stav nemoci, ktery
neinterferuje s béZnymi aktivitami nemocného, neobjevuji se zde vyznamné pfiznaky Ci
akutni exacerbace. Stuperi kontroly je nutné hodnotit pfi kazdém vySetieni nemocného

a dle zjisténého nalezu uroven kontroly dale fidit (Pohunek & Svobodova, 2007).
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Tab. 5: Klasifikace astmatu dle stupné kontroly, kdy NH je nalezita hodnota a ONH je

osobni nejlepsi hodnota, prevzato z Pohunek & Svobodova, 2007.

pod kontrolou pod ¢astecnou pod nedostatec¢nou
kontrolou kontrolou

denni pfiznaky Zadné (nejvyse vice nez 2x tydné

2x tydné) tfi a vice znak( ¢astecné
omezeni aktivity zadné jakékoli kontroly v tydnu
nocni priznaky zadné jakékoli
potfeba dlev. Iékt  zadna vice nez 2x tydné
funkce plic normalni <80 % NH nebo ONH
exacerbace zadné min. 1 za rok 1x v kterémkoli tydnu

Vv roce

3.7 Farmakoterapie

Farmakoterapeutické |éCebné postupy vychazeji ze znalosti podstaty
astmatického onemocnéni, zahrnuji lécbu pfiznakd nemoci a také dlouhodobou
protizanétlivou Ié€bu s cilem potlacit eozinofilni zanét, snizit uroven BHR aj. Jsou také
dilezité jako prevence remodelaénich zmén v dychacich cestach (Pohunek &
Svobodova, 2007).

Inhalace léku je ne€astéjSi formou IéCby. Hlavni vyhodou je podani Iéku pfimo
do dychacich cest pacienta, dosahuje se tak vysSi u¢inné koncentrace v misté zanétu,
rychlejdiho nastupu ucinku a jsou minimalizovany nezadouci systémové projevy léku.
Mezi hlavni nevyhody patii drazdéni ke kasli, riziko dysfonie a tvorba hlenovych zatek
(Kasak, 2005).

Preventivni antiastmatika se mohou podavat denné a dlouhodobé&. Radime zde
inhalacni kortikosteroidy, jejichz ucinek tkvi ve snizeni BHR, redukci pfiznak( astmatu
véetné frekvence exacerbaci, dale zlepSuji plicni funkce aj. Od zavedeni téchto Iéki
vyrazné poklesl poCet astmatik(l potfebujicich intenzivni péci a ubylo i tézkych stav
zpusobenych astmatem. Vysoké davky kortikosteroidd u dlouhodobé I[é€enych
pacientl, vS8ak mohou vést ke snadné zranitelnosti kGize, snizeni mineralni denzity
kosti aj. Pokud se astma dostane pod kontrolu, stai jiz minimalni davky
kortikosteroidu. PFi uplném vysazeni |éEby vSak hrozi riziko opétovné aktivace zanétu.
NejCastéji se na naSem trhu setkdvame s beklomethasondipropionatem (BDP),
budesonidem (BUD), flutikasonpropionatem (FP) a ciclesonidem (CIC). V poslednich
letech se kombinuji kortikosteroidy s dlouhodobé pUsobicimi beta-2-antagonisty, ¢imz

se synergicky podpofi protizanétlivy uc€inek a navodi se i ucinek bronchodilataéni.
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K dispozici jsou léky jako seretide (salmeterol + flutikason) a symbicort (formoterol +
budesonid). DalSi variantou je pouziti nesteroidnich kromoglykanu, stabilizujicich
membranu zirnych bunék a inhibujicich jejich degranulaci. Tlumi také aktivaci
senzorickych nervld. Nevyhodou je nutnost Casté denni aplikace a pomaly nastup
ucinku (Pohunek & Svobodova, 2007; Kasak, 2005; Brhel et al., 2008; Kopfiva, 2003).

Antileukotrieny jsou novou tfidou antiastmatik, Fadime zde inhibitory
5-lipoxygenasy, blokujici syntézu vSech leukotrienl a také antagonisty receptort pro
cys-leukotrieny (montelukast, pranlukast, zafirlukast), majici vliv na CysLT1 receptor.
Antileukotrieny maiji maly, ale variabilni bronchodilata¢ni ucinek, zlepsSuji plicni funkci
a redukuji po€et exacerbaci. Podavaji se v tabletové formé (Kasak, 2005).

Také jsou znamy antihistaminika druhé generace tzv. H; - antagonisté majici
selektivni ucinek na H1 receptory. Patfi zde napfiklad loratidin, ktery ovliviiuje nejen
uvolnéni histaminu, ale i dalSich mediator( alergické reakce (PGD, a leukotrient),

potladuje chemotaxi eosinofild aj. (Kopfiva, 2003).

4 Cysticka fibréza (CF)

4.1 Definice CF, CFTR protein

NejCastéjSi smrtelnou geneticky podminénou chorobou evropského
obyvatelstva je cysticka fibréza, s vyskytem jednoho ditéte na 2500 - 4000
novorozenct (Jakubec, 2006). Incidence v Ceské republice &ini 1:2736 narozenych
déti, z ¢ehoz plyne, Ze kazdy 26. jedinec je zdravym nositelem CF a kazdé 676.
manzelstvi mize byt partnerstvim dvou nosi¢l majici 25% pravdépodobnost narozeni
nemocného potomka (Vavrova et al., 2006). V neevropskych kulturach je vyskyt
zminéného onemocnéni podstatné nizsi, pro pfiklad uvedme populaci hispanskou
(1:9000) a africko-americkou (1:32000), (Grebe et al., 1994; Gibson et al., 2003)

Cysticka fibroza je autozomalné recesivni onemocnéni zplsobené mutacemi
v CFTR genu (,cystic fibrosis transmembrane conductance regulator® neboli regulator
transmembranové vodivosti iontd), (Obr. 8), ktery je lokalizovan na dlouhém raménku
7. chromosomu (lokus 7g31.2), (Jakubec, 2006; Riordan et al.,, 1989). Sklada se
z 27 exond, lezici v oblasti pfiblizné 250 kb dlouhé (Zielenski et al., 1991).

VySe uvedeny gen kéduje CFTR protein, obsahujici 1480 aminokyselin.
Primarné zastava funkci chloridového kanalu, je vSak schopen ovlivnit i dalSi kanaly,
mimo jiné chloridovy kanal ORCC ,outwardly rectified chloride channel” a kanal

sodikovy (ENaC ,epithelial sodium channel). Protein CFTR nalezi do nadrodiny tzv.
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ABC transportért (jedna se o skupinu transportéri zodpovédnou za pfenos malych
molekul, jako jsou ionty, ATP aj.), (Vavrova et al., 2006).

CFTR protein se sklada ze dvou transmembranovych segmentt znamych pod
zkratkou TM1 a TM2 (,transmembrane domain®, & pod nazvem ,membrane spanning
domain“ MSD1 a MSDZ2), dale ze dvou v cytoplasmé lokalizovanych domén NBD1
a NBD2, vazajicich aktivované nukleotidy (ATP) a kone¢né zregulacni domény R,
obsahuijici fosforylaéni mista (Obr. 8c). Transmembranové domény (TM1, TM2),
ukotvujici CFTR protein v buné¢né membrang, vytvari vlastni chloridovy kanal,
spojujici cytoplasmatickou oblast s lumen exokrinnich zlaz. Konformacné aktivni jsou
domény NBD1 a NBD2, jenz umozrfiuji otevirani a zavirani chloridového kanalu
posunem regulacni domény R. Tato regulace probihajici za ucCasti proteinkinasy A

(PKA) a cAMP je znazornéna na obr. 9 (Vavrova et al., 2006; Collins, 1992).

Gen CFTR
6a 13 14b 16 17 3 a
P I 4 56b78 9 10 1112 l4a 15 17a 18 19 20 21 22 24
I 11
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Obr. 8: Schématicky diagram CFTR genu, a) struktura CFTR genu zahrnujici
promotorovy region (P) a 27 exonl, b) polypeptid CFTR s vyznacenim
pfedpokladanych domén, c) postaveni CFTR proteinu vzhledem k cytoplasmatické

membrané epiteliarni buriky a pozice nejznamé;jsi mutace, prevzato z Zielenski, 2000.
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Obr. 9: Dualni kontrola CFTR kanalu pomoci PKA a ATP. Neni-li R-doména
fosforylovana, kanal je uzavien 1) cAMP stimuluje PKA k fosforylaci jedné ¢i vice
serinovych rezidui R domény 3) CFTR kanal je pfipraven vazat 2 molekuly ATP, jejichz
hydrolyzou dochazi ke konformacni zméné 5) otevieni chloridového kanalu. Kroky
2) 4) 6) znazorfiuji pfedpoklad zpétné reakce vedouci k uzavieni kanalu, pfevzato
z Collins, 1992.

NaruSenim funkce CFTR kanalu (napf. v dlisledku mutaci), dochazi
k abnormalnimu transportu sodikovych a chloridovych iontl pfes epiteliarni membranu.
Diky nastalym osmotickym zménam je pak naruSena hydratace mukoidnich sekretu
a vyvodu pankreatu, nasledkem ¢ehoz stoupa jejich viskozita, dochazi k opakujicim se
obstrukcim, zanétu a progresivni destrukci postizenych organt zejména plic, slinivky

bfiSni a muzského pohlavniho organu irreverzibilni fibrotizaci (Vavrova et al., 2006).

4.2 Mutace genu CFTR

Do dnesni doby bylo nalezeno vice jak 1300 mutaci nukleotidové sekvence
CFTR genu. Nejb&zn&jsi mutaci v Ceské republice je F508del, ktera se vyskytuje
u 70 % populace postizené cystickou fibrozou. Zminéna mutace spociva v deleci 3 pb
vedouci ke ztraté aminokyseliny fenylalaninu v pozici 508 proteinu CFTR, jenz je
klicova pro doménu CFTR-NBD1. Nasleduje mutace CFTRdele2,3 tj. delece exonu
2 a 3 svyskytem u 5,5 % nemocnych a mutace G551D, coZ je zaména glycinu za
aspartat v pozici 551, ktera byla nalezena u 3,8 % osob s CF. DalSi mutace v populaci

CR neptesahuji 3% hranici vyskytu (Vavrova et al., Bobadilla et al., 2002).

-33 -



4.2.1 Tfidy mutaci CFTR genu

Na zakladé funkéniho dopadu mutaci CFTR genu byly jednotlivé mutace
rozdéleny do péti tfid s pozdé&jSim rozSifenim o dal3i dvé varianty (Tsui et al., 1995;
s nepfitomnosti proteinu CFTR popf. s jeho minimalni aktivitou. Nasledkem ¢&ehoz
dochazi k exokrinni pankreatické insuficienci (nedostatecna tvorba travicich enzymu
slinivky bfiSni), muzské neplodnosti &i se setkavame s nadmérnym mnozstvim chloridd
v potu. Mutace tfid IV-VII jsou spojeny s vySSi variabilitou klinického projevu CF oproti
tfidam I-1ll (Vavrova et al., 2006).

Tfida |. Zahrnuje mutace blokujici syntézu CFTR proteinu Ci tézce postihujici
jeho strukturu. Radi se zde predevsim nesmysiné mutace, které zavadi do genu
predCasny stop kodén (napf. mutace R1162X), dale zde patfi posunové mutace (jako
2143delT) zodpovédné za zkraceni proteinu CFTR, nékteré sestfihové mutace aj.
Vysledkem je nepfitomnost CFTR kanalu v apikalni membrané epitelialnich bunék
postizeného jedince (Vavrova et al., 2006).

Tfida Il. Tyto mutace vedou k abnormalitam posttranslaéni glykosylace
a tercialni konformace CFTR proteinu, jejichz dusledkem je nepfitomnost zminéného
proteinu v apikalni membrané. Patfi zde napf. mutace F508del (Vavrova et al., 2006).

Tfida Ill. Skyta mutace zodpovédné za aktivaci popf. regulaci chloridového
kanalu CFTR. Napfiklad zde zahrnujeme mutace vedouci k blokadé vazby ATP na
NBD domény nezbytné pro otevirani/zavirani kanalu. Typickym pFedstavitelem je
mutace G551D. | v tomto pfipadé je klinicky pribéh onemocnéni zavazny (Vavrova et
al., 2006).

TFida IV. Tyto mutace vedou ke snizené vodivosti chloridového kanalu CFTR,
aniz by byla ovlivnéna jeho pfitomnost v membrané. Patfi zde zejména zamény
aminokyselin napf. mutace R347P. Tyto mutace maiji klinicky mirny prabéh a jsou
spojeny s pankreatickou suficienci (Vavrova et al., 2006).

TFida V. Jedna se o mutace zapficinujici snizenou syntézu CFTR proteinu Ci
redukovany vyskyt piné funkéniho proteinu CFTR v membrané epiteliarnich bunék.
Patfi zde zejména sestfihové mutace vedouci k nespravnému €i neefektivnimu sestfihu
MRNA CFTR genu. Jako pfiklad muzeme uvést mutaci 3849+10kb C—T. Klinicky se
projevuje mirnym prab&hem onemocnéni s hrani¢nimi koncentracemi chloridi v potu
a muzskou fertilitou (Vavrova et al., 2006).

TFida VI. U této formy dochazi ke ztraté regulaéni funkce pro ostatni iontové
kanaly, tj. mdzZe dojit ke ztraté schopnosti CFTR proteinu ovlivnit kanaly jako ENaC di
ORCC (Vavrova et al., 2006).
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v apikalni membrané. Bylo prokazano, Ze zkraceni karboxylového konce o cca 70-
100 pb ovliviiuje stabilitu CFTR proteinu. Patfi zde zejména posunové a nesmysiné
mutace, napf. Q1412X (Vavrova et al., 2006).

4.3 Typické klinické projevy pacientt s CF
4.3.1 Respiraéni systém

Postizeni plic a dychacich cest je nejzavaznéjSim projevem cystické fibrozy,
ktera zapficinuje az 90 % umrti. Primarnim problémem v dychacich cestach cystickych
pacientu je chronickd endobronchialni infekce patogeny s naslednou neutrofilovou
zanétlivou odpovédi. Hlavnimi mediatory pro prunik neutrofild jsou IL-8, TNFa, LTB,
a IL-1. Zanét mize pozdéji prechazet na okolni plicni tkan s projevy fibrotizace plicniho
parenchymu a tvorbou emfyzematéznich bul (plicni puchyfe), které vedou Kk plicni
hypertenzi. Mezi dalSi z Fady respiranich komplikaci mizeme zafadit pneumotorax,
kaSel, hnisavé sputum aj. (Vavrova et al. 2006; Jakubec, 2006).

Povrchova tekutina dychacich cest se sklada z hlenu a periciliarni tekutiny (PCL
Lpericiliary liquid layer®), jejiz vrstva se rovna vySce rovnych fasinek. PCL umoZzhuje
pohyb Fasinek, neobsahuje muciny a ma tedy nizkou viskozitu. Ve vrstvé hlenu jsou
naopak muciny pfitomny, jeji vlastnosti se méni v zavislosti na mnozstvi pfitomné
vody, iontd a hodnoty pH. Poruchy proteinu CFTR vedou, mimo jiné, i k nizké sekreci
HCOg3, coz ovliviiuje pH v dychacich cestach. Tento fakt spolu s neutrofilovym
zanétem zapficinuje okyseleni povrchové tekutiny dychacich cest. Snizuje se tak
cilidlni aktivita zvySenou vazkosti hlenu, je ovlivnéna adhezivita mikrobu aj. (Vavrova et
al, 2006). Nizsi pH CF pacientu bylo ve srovnani s kontrolou nalezeno i v kondenzatu
vydechovaného vzduchu (pH = 5,67 = 0,45 respektive pH = 6,15 £ 0,16), (Tate et al.,
2002).

Rozdily v povrchové tekutiné dychacich cest pacientt s CF a zdravych osob se
pokouSeji vysvétlit dvé hypotézy a to hypotéza nizkého objemu a hypotéza vysokého
obsahu soli. Prvni z nich, je zaloZzena na hypersekreci sodnych iontl diky dysfunkci
CFTR kanalu. Spolu se sodikem se resorbuje také voda, coz vede ke snizeni vySky
PCL a zahusténi hlenu. Dochazi také k poruSe transportu hlenu a omezeni mukocilialni
clearence (Obr. 10). Druha hypotéza predpoklada neprichodnost CFTR kanalu
Z lumina, nasledkem &ehoz PCL obsahuje vysSi koncentrace soli, branici normalni

funkci adhezinl (Vavrova et al., 2006).
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Obr. 10: Model toku iontd a vody v membrané epitelialni buriky a) bunika zdravého
jedince, b) bunka CF pacienta dle hypotézy nizkého objemu pfevzato z Vavrova et al.,
2006.

4.3.2 Gastrointestinalni systém

U CF mohou byt postizeny organy jako pankreas, stfeva, zluCové cesty aj.
Zevni insuficience pankreatu (nedostateCna funkce slinivky bfisni) je pfitomna
u 85-95 % pacientl. Diky odliSnému slozeni pankreatickych stav dochazi k hromadéni
sekrety slinivky bfiSni a obstrukci vyvodu pankreatu vedouci k sekundarnimu zanétu,
destrukci acinarnich bunék, fibrotizaci a atrofii pankreatické tkané. SniZzuje se také
hladina pankreatickych enzymu zapfi€ifiujici dal$i obtize (Jakubec, 2006).

V porovnani se zdravymi osobami je CastgjSi igastroezofagealni reflux (ij.
proniknuti kyselych Zalude¢nich &tav do jicnu). Mezi typické stfevni problémy CF
pacientl patfi fibrotizujici kolonopatie (zuzeni lumen tracniku fibrotizujicim procesem),
mekoniovy ileus (stfevni obstrukce vazkou smolkou), distalni intestinalni obstrukéni
syndrom (ucpani stfeva vazkym hlenem a fekalnim obsahem) aj. (Jakubec, 2006;
Vavrova et al., 2006). Je postizen i Zlu¢ovod, napf. dochazi k jeho ucpani, ke zméné ve

sloZeni a viskozité Zluci (Jakubec, 2006).

4.3.3 DalSi ¢asté projevy nemoci

Vyznamnym projevem CF je slanost potu, prokazovana potnim testem.
V dusledku nadmérného poceni zejména pfi horeCce, muze dochazet k rychlé ztraté
soli a k naslednému vazomotorickému Soku s hypoelektrolytémii (Vavrova et al., 2006;

Beckerman & Taussig 1979).
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Az u 98 % muzid s CF byva postizen reprodukéni systém obstruktivni
azospermii vedouci k jejich neplodnosti (Vavrova et al., 2006).

Relativné casté jsou i problémy s kostmi, osteoporézou trpi az 34 %
nemocnych, osteopenie se pak vyskytuje pfiblizné u dospélych 40 % pacientt s CF
(Jakubec, 2006).

5 Metabolomika dechu ,,breathomics*

Metabolomika je védni disciplina zabyvajici se analyzou a interpretaci
biochemickych profild nizkomolekularnich latek (metabolitd) v biologickych vzorcich.
Zahrnuje nékolik odvétvi: metabolické profilovani ,metabolic profiling“, které je
zaméfeno na analyzu metabolitd nalezicich do wurcité skupiny latek (cukry,
aminokyseliny aj.) ¢i konkrétni metabolické drahy. Metabolicky ,fingerprinting“ je rychla
globalni klasifikace vzorku (bez chromatografické separace) na zakladé jeho ptvodu ¢i
biologické relevance. Zaobira se intracelularnimi metabolity, narozdil od metabolického
Lfootprintingu“, ktery zkouma metabolity extracelularni. Cilena metabolomika ,targeted
metabolomics” se zamérfuje na analyzu konkrétni skupiny metabolitl, ktera nas zajima
a je soucasti dané metody. Necilena metabolomika ,untargeted metabolomics® vyuziva
analyzator0 s vysokym rozliSenim, pfi¢emz potencidlni metabolity jsou
charakterizovany pfesnou hmotou a retenci na koloné. Nejvyznamné;jSi metabolity pak
mohou byt identifikovany, napf. za pomoci fragmentacniho spektra. Metabonomika
sleduje zmény urovné endogennich metabolitl, plynouci z nemoci & z odpovédi na
Ié€bu (Goodacre et al., 2004; Dunn et al., 2005).

Jednotlivé metabolity se v biologickém vzorku li8§i nejen svymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi, ale i8irokym koncentraCnim rozmezim, pohybujicim se
v nejCastéji Fadech pmol-mmol (Dunn et al., 2005).

Pro sledovani metabolomického profilu EBC jsou preferovanymi technikami
nuklearni magneticka rezonance (NMR) a hmotnostni spektrometrie (MS) v kombinaci
s chromatografickou separaci (Sofia et al., 2011).

Carraro et al. (2007) aplikovali NMR analyzu na kondenzat vydechovaného
vzduchu pacientd s astmatem a na kontrolni vzorky. Rozdily ve spektrech byly zjistény
v oblastech 3,2-3,4 ppm naznadujici pfitomnost oxidovanych slouéenin a 1,7-2,2 ppm
vztahujici se k acetylovanym slou€eninam. NMR analyza byla rovnéz pouzita pro
sledovani odliSnosti mezi EBC pacienty s cystickou fibrézou a zdravych kontrol. Jako

nejvice diskriminujici latky oddélujici obé skupiny byly uréeny ethanol, acetat, propan-
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2-ol a aceton (Montuschi et al., 2012). Studium bronchoalveolarni plicni tekutiny
pacientl s akutnim poSkozenim plic ALI ,acute lung injury“ a se syndromem akutni
respiracni tisné ARDS ,acute respiratory distress syndrome* technikou NMR poukazalo
na laktat, taurin, threonin, arginin, asparagovou kyselinu, glutamat a acetat, jako na
pravdépodobné biomarkery rozliSujici oba typy onemocnéni (Rai et al., 2012).

Tékavé organické slouceniny ve vydechovaném vzduchu pacientll s CF byly
zkoumany plynovou chromatografii v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (GC-MS).
Rozdily v porovnani s kontrolou byly zjistény pro 3,3-dimethylhex-1-en, but-2-en-1-ol,
N-methyl-2-methylpropylamin, tolualdehyd a dalSi (Robroeks et al., 2010). Necilenou
metabolomickou analyzou pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni s Orbitrap
hmotnostnim spektrometrem (Orbitrap LC-MS) byly detekovany rozdily mezi pacienty
s tézkym astmatem a kontrolnimi subjekty. U astmatiki byly nalezeny odliSnosti
v oblastech m/z 327.204 s retenénim ¢asem 9,40 minut a m/z 252.182 s retenci
11,05 min, uréené jako kyselina retinova (M+H") resp. deoxyadenosin (M+H"). Pro
kontrolni skupinu byla charakteristicka oblast m/z 429.286 s retenénim c&asem
11,18 minut. Zde se pravdépodobné jednalo o erkalcitriol (M+H"), aktivni metabolit
vitaminu D, (Carraro et al., 2013).

Alternativou k vy$e uvedenym technikam muze byt tzv. eNose ,electronic nose®
zarizeni, umoznujici sledovat tékave organické slou€eniny. Tento pfistroj pracuje na
bazi nanosenzorl, vytvari tzv. otisk ,fingerprint® vzorku plynu, ktery porovnava
s uloZzenou databazi (Di Francesko et al., 2005). Timto pfistupem se podafilo odlisit
pacienty s COPD a to s pfesnosti na 96 % (P<0,001) od nekouficich kontrol (pfesnost
95 %, P< 0,001) a od kouficich kontrolnich osob (pfesnost 92,5 %, P< 0,001), podobné
byli odliSeni i pacienti s astmatem (Fens et al., 2009).
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6 Material

6.1 Chemikalie

Acetonitril (LC-MS Chromasolv, znacka Fluka, dodala Sigma-Aldrich Chemie,
Némecko), dezinfekce Desam ox (Bochemie, Ceska republika), fyziologicky roztok
0,9 % NaCl (B. Braun Medical, Némecko), hydroxid amonny (LC-MS; >25% vody;
znatka Fluka, dodala Sigma-Aldrich Chemie, Némecko), kit AMYL2 (Roche
Diagnostics, Némecko), kyselina octova (LC-MS, znac¢ka Fluka, dodala Sigma-Aldrich
Chemie, Némecko), voda LC-MS (Sigma Aldrich Chemie, USA)

6.2 Pristrojové vybaveni

Chlazena centrifuga (Rotina 410; Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Némecko), lyofilizator (FreeZone; Labconco, USA), hmotnostni spektrometr Orbitrap
Elite (Thermo Fisher Scientific, Franklin, MA, USA), kapalinovy chromatograf UltiMate
3000 RS (Dionex, Sunnyvale, CA, USA), kondenzator dechu EcoScreen (Jaeger
Toennies, Hoechberg, Némecko), modularni analyzator (Cobas® 8000, Roche
Diagnostics, Mannheim, Némecko), tandemovy hmotnostni spektrometr QTRAP 5500
(AB Sciex, Foster City, CA, USA), pH metr (Cyberscan pH 510; Thermo scientific,
Waltham, MA, USA), pfistroj NIOX pro méfeni vydechovaného NO (Niox Mino,
Aerocrine AB, Solna, Svédsko), vortex (V-1 plus; Biosan, Riga, LotySsko), ultrazvukova
lazen (PS-40A; Jeken, Guangdong, Cina)

6.3 Biologicky material

Vzorky kondenzatu vydechovaného vzduchu byly odebrany ve spolupraci
s Détskou klinikou Fakultni nemocnice Olomouc, oddéleni alergologie a klinické
imunologie. Pro cilenou a necilenou metabolomickou analyzu byly pouzity kondenzaty
dechu pacientd s cystickou fibréozou, astmatem a dale EBC astmatickych pacient(
inhalacné lécenych glukokortikosteroidy a kontrolnich osob. Pacienti byli vybrani na
zakladé klinické historie. V dobé odbéru netrpéli pfiznaky jinych respiracnich obtizi
(ryma a kaSel), hore€kou ani pfidruzenymi zanéty.

Pfed sbérem EBC bylo pacientim s astmatem a kontrolam provedeno vySetieni
pFistrojem NIOX (Niox Mino, Aerocrine AB, Solna, Svédsko) pro zji§téni hodnoty frakce
vydechovaného oxidu dusnatého. Zakladni udaje o osobach, jejichz vzorky byly

analyzovany, jsou shrnuty v tab 6.
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Tab. 6: Tabulka shrnujici udaje pacientt a kontrol, jejichz vzorky EBC byly pouzity

v klinické studii.

Pacienti s cystickou fibrézou

pocet  z toho kuraku primérny vék (rozsah) primér FENO lécba
6 osob na antibiotické
9 1 14,6 (8-25) neprovadéno .
éCbé
Pacienti s astmatem
pocet  z toho kurakd priamérny vek pramér FENO lécba
bez

10 - 12,3 (7-17) 58,6 ppb ) )
glukokortikosteroidu

Pacienti s astmatem na lécbé

pocet  z toho kuraku pramérny vek primér FENO lécbha
9 1 12,9 (5-18) 24,6 ppb aktivni latka: FP
3 - 14,7 (13-18) 32,7 ppb aktivni latka: BUD
1 - 8 16,0 ppb aktivni latka: BDP
Kontroly
pocet  z toho kuraku primeérny vek primér FENO lécba
10 - 8,8 (5-15) 10,4 ppb -

6.3.1 Odbér a zpracovani kondenzatu vydechovaného vzduchu

Pfed odbérem byli vybrani jedinci pozadani o vyplach ust 200 ml pitné vody
a pouceni o zpusobu odbéru pfistrojem EcoScreen (Jaeger Toennies, Hoechberg,
Némecko), ktery trval 20 minut vsedé s nasazenym nosnim klipsem. Po ukon&eni
odbéru byl ventilovy blok spolu s naustkem ponoien do dezinfekce a nasledné peclivé
omyt destilovanou vodou.

Mnozstvi ziskaného EBC se pohybovalo v rozmezi 60 - 4000 ul. Pfed dalSim
postupem bylo z kazdého vzorku odebrano 7 ul kondenzatu pro stanoveni a-amylasy
(viz nize).

U nizkoobjemovych vzorkl byl lamelarni kondenzator s ulpénymi kapiCkami
EBC promyt 1 ml LC-MS vody, ¢imz se ziskalo maximalni dostupné mnozstvi
kondenzatu. Nasledné byl vzorek rozpipetovan na dva podily, zamrazen na -80 °C a pfi
této teploté uchovavan az do analyzy (pfiblizné 2 mésice od prvniho odbéru).

Pfed analyzou byly vzorky kondenzatu dechu lyofilizovany, rozpustény ve
100 pl LC-MS vody a centrifugovany (10 min, 4 °C, 14 000 g). Smichanim objemovych

alikvotd z uvedenych vzork( byl, pro kazdou metabolomickou analyzu, pfipraven
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vzorek kontroly kvality (QC), ktery byl méfen opakované za kazdym tfetim vzorkem
EBC.

6.3.2 Stanoveni slinné a-amylasy

Stanoveni a-amylasy bylo provedeno ve spolupraci s laboratofi Klinické
biochemie Fakultni nemocnice Olomouc na pfistroji (Cobas® 8000, Roche Diagnostics,
Mannheim, Némecko).

Pouzitym kitem byl AMYL2 (Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko), jehoz
princip spocCiva vrozstépeni substratu 4,6-ethyliden-(G-)-1,4-nitrofenyl-(G,)-a,D-
maltoheptaosidu a-amylasou (ze vzorku). Vzniklé degradacni produkty jsou posléze
hydrolyzovany enzymem a-glukosidasou za uvolnéni glukosy a p-nitrofenolu.
Absorbance zminéného p-nitrofenolu, jenz je pfimo umérna aktivité a-amylasy, je
mérena spektrofotometricky.

Pro stanoveni slinné a-amylasy bylo z jednotlivych vzork( kondenzatu
odpipetovano 7 pl a vhodné nafedéno fyziologickym roztokem. Kontrolnimi vzorky byly
sliny déti odpovidajiciho véku (6, 13, 17 let), které byly zpracovany obdobnym
zpusobem. Dle ¢lanku Syslova et al. (2010) musela byt hodnota aktivity enzymu v EBC
nizsi, nez 0,1 % aktivity a-amylasy ze slin. V opaéném pfipadé by nebyly vzorky dale

zpracovavany.
7 Metody

7.1 Cilena metabolomicka analyza kondenzatu dechu

Metabolity v kondenzatu dechu byly analyzovany vysokouc€innou kapalinovou
chromatografii ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS/MS).

Chromatograficka separace byla provedena na pfistroji UltiMate 3000 RS
(Dionex, Sunnyvale, CA, USA) s pouZzitim aminopropylové kolony Luna (Phenomenex,
CA, USA) termostatované na teplotu 25 °C (&astice stacionarni faze mély velikost
3 um; délka kolony byla 150 mm, primér 2,1 mm). Nastfik vzorka EBC ¢inil 10 pl.
PouZitd metoda vychazela z ¢lanku Bajad et al., 2011.

Pro eluci byl aplikovan gradient o pratokové rychlosti mobilni faze 0,3 ml/min.
Mobilni fazi A byl octan amonny (20 mmol/l; pH 9.45), jako mobilni faze B byl pouZzit
acetonitril. Prabéh eluce z vodné do acetonitrilové faze je znazornén na obr. 11. Pred
dal$i analyzou byla kolona ekvilibrovana 5 minut pfi inicialnich podminkach.

Pro detekci byl pouzit tandemovy hmotnostni spektrometr QTRAP 5500

(AB Sciex, Foster City, CA, USA) s ionizaci elektrosprejem a pfepinanim pozitivni
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a negativni ionizace v jedné analyze. Detekce probihala v tzv. MRM mddu ,multiple-
reaction monitoring“ tj. sledovanim produktu rozpadu molekularniho iontu. Parametry
MS/MS pouzité v metabolomické analyze jsou uvedeny v tab. 7.

Metoda umoznovala analyzu celkem 416 latek (Tab. 8), ztoho 187

vV negativnim a 229 v pozitivnim modu.
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Obr. 11: Pribéh gradientové eluce v chromatografickém systému u cilené
metabolomické metody. Mobilni faze A: 20 mmol/l octan amonny (pH 9.45), mob. faze
B: acetonitril. Na po¢atku analyzy byl podil zminénych mobilnich fazi 95 % B a 5 % A.
Do patnacti minut bylo procento mobilni faze B linearné snizeno na hodnotu 30 % B.
Béhem dalSich dvou minut nasledoval opétovny pokles na celkové sloZeni mobilni faze
0,5 % B a 95 % A, které bylo do 32. minuty konstantni. Poté doS$lo, b&éhem 0,1 min,
k navraceni podminek iniciacniho stavu (5 % A; 95 % B), ktery zUstal neménny az do

konce analyzy (37. minuty).

Tab. 7: Parametry MS/MS pouzité pfi cilené metabolomické analyze.

parametr hodnota jednotka
tlak ,curtain gas® 30 psi
tlak kolizniho plynu medium psi
tlak susSiciho plynu 40 psi
tlak zmlzujiciho plynu 40 psi
teplota zmlzujiciho plynu 400 °C
napéti na kapilafre v iontovém zdroji +/-4500 \%
rozliSeni kvadrupold unit

pause time 3 ms
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Tab. 8: Tabulka upfesriujici pocty metabolitd z jednotlivych skupin latek, stanovitelné

cilenou metabolomickou analyzou.

skupina negativni méd pozitivni méd
aminokyseliny 19 60
sacharidy 33

organické kyseliny 49

pyridiny/pyrimidiny 60 35
peptidy 6 29

latky ostatnich skupin 20 38
acylované karnitiny - 59

7.2 Necilena metabolomicka analyza

Necilena metabolomicka analyza dechu byla provedena na kapalinovém
chromatografu UltiMate 3000 RS (Dionex, Sunnyvale, CA) ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem Orbitrap Elite (Thermo Fisher Scientific, Franklin, MA, USA).

Pro chromatografickou separaci byla pouzita aminopropylova kolona Luna
(3 um NH2, 150 x 2,1 mm) termostatovana na teplotu 25 °C s konstantnim pratokem
mobilni faze 0,3 ml/min. Nastfik vzorku byl 10 ul. Celkova doba jedné analyzy trvala 35
minut.

Byla aplikovana gradientova eluce zvodné do acetonitrilové faze (Obr. 12), jako
mobilni faze A byl pouzit 20 mmol/l octan amonny o pH 9.45, mob. fazi B byl acetonitril.
Kolona byla mezi analyzami ekvilibrovana 5 minut pfi inicialnich podminkach.

Pro detekci byl pouzit hmotnostni spektrometr Orbitrap Elite. Mé&feni probihalo

v pozitivnim modu, skenovaci rozsah byl 70-1200 m/z s rozlisenim 120 000 FWHM.

Nastaveni elektrospreje (ESI) je uvedeno v tab. 9.

Tab. 9: Nastaveni ESI, které bylo pouZito u hmotnostniho spekrometru Orbitrap.

parametr hodnota jednotka
napéti na kapilafre v iontovém zdroji 3 kv
teplota sprejovaci kapilary 300 °C
teplota transférové kapilary 350 °C
pritok ,sheath” plynu 35 arb
pritok pomocného plynu 10 arb
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Obr. 12: Prubéh gradientové eluce v chromatografickém systému u necilené
metabolomické analyzy. Mobilni faze A: 20 mmol/l octan amonny (pH 9.45), mob. faze
B: acetonitril. Na po&atku analyzy byio sloZeni smési mobilnich fazi nasledujici -
95 % B a 5 % A. Po jedné minuté zacalo procento mobilni faze B linearné klesat az do
13. minuty, odkdy zUstalo konstantni (5 % B, 95 % A). Zména nastala ve 28. minuté,
kdy béhem 60 sekund doslo k navraceni podminek iniciaéniho stavu (95 % B a5 % A)

trvajiciho az do konce analyzy.

7.3 Statisticka analyza

Naméfena data byla zpracovana v softwaru ,R* (www.r-project.org), verze
2.15.3.

V pfipadé necilené metabolomické analyzy byly detekce pikd z chromatogramu
provedeny pomoci metabolomické programové knihovny XCMS (Smith et al., 2006;
Tautenhahn et al., 2008; Benton et al., 2010). Pro identifikaci izotopickych paternu
a aduktd, byla pouzita knihovha CAMERA ,collection of algorithms for metabolite
profile annotation“ (Kuhl et al., 2012).

Pro obé& analyzy byla, metodou LOESS ,locally weighted regression®
(Cleveland & Delvin, 1988), provedena interpolace dat, slouzici k odstranéni
systematické chyby. Nasledné byl u vzorkl kontrol kvality spocitan variaéni koeficient
(CV). Metabolity majici variaci nad 30 % byly ze statistické analyzy vylouceny.
Vzhledem k povaze naméfenych dat byla tato dale matematicky zpracovana jako data
kompozi¢ni. Relevantni informace o kompoziénim datovém souboru je obsazena
v podilech mezi sloZzkami. Diky danému pfistupu byly srovnany koncentracni rozdily

mezi vzorky (vzhledem krizné intenzité dychani a tedy ik mnozZstvi EBC).
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Na zminéna data byla nasledné aplikovana tzv. clr transformace (centred logratio)
a poté byla centrovana na nulu. Grafickym vystupem datové matice byla: analyza
hlavnich komponent, biplot, krabicové grafy, diskriminaéni analyza, klastrova
(shlukova) analyza a tzv. ,heatmap®.

Principem analyzy hlavnich komponent ,PCA* (principal component analysis) je
za pomoci transformace zredukovat dimenzi puvodnich dat a to pfi zachovani co
nejvétsi informace vychoziho souboru - linearni kombinaci puvodnich proménnych
ziskame tzv. latentni proménné (hlavni komponenty), znazorfujici variabilitu
(proménlivost) plvodniho souboru. Biplot slouzi k zobrazeni objektd (v tomto pfipadé
pacientd/kontrol) a proménnych (metaboliti) do grafu. Znazornéni objektl vychazi
z metody PCA, zdrojem pro zobrazeni metabolitll je singularni rozklad pavodni datové
matice. Diskriminacni analyza ,DA®“ (discriminant analysis) zkouma souvislost
diskriminatord (nezavisle proménnych) a jedné kvalitativni zavisle proménné.
Umoznuje zaradit objekt do jedné zjiz existujicich tfid. Klastrova analyza ,CLU“
(cluster analysis) vySetfuje podrobnosti vicerozmérnych objektl, majicich vétsi
mnozstvi proménnych a klasifikuje je do tfid, Cili shlukld. Pouziva se zejména
v pfipadech, kde maiji objekty tendenci se pfirozené seskupovat. Patfi zde napf.
hierarchické shlukovani, které na zakladé podobnosti postupné spojuje objekty do
shlukd (Meloun M. & Militky J., 2002).
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8 Vysledky

Pritomnost slinné a-amylasy byla pro vSechny vzorky uvedené v kapitole 6.3

vyhodnocena jako negativni. Nasbirané kondenzaty dechu proto mohly byt dale

zpracovany a analyzovany.

8.1 Cilena metabolomicka analyza

Naméfena data byla zpracovana v softwaru MultiQuant™ 2.1.1 (AB Sciex,

Framingham, MA, USA). Celkem bylo identifikovano 87 metabolitd. Pro naslednou

statistickou analyzu bylo vybrano 42 metabolitd (Tab. 10, 11). Na obrazku 13 je jako

pfiklad chromatogramu vzorek L3 (pacient 3, na IéCbé glukokortikosteroidy).

Tab. 10: Pfehled metabolitl nalezenych ve vzorcich EBC, které byly podrobeny

statistické analyze - negativni méd (RT - retencni €as; Q1 - rodiCovsky ion, Q3 -

dcefiny ion; DP- deklasteracni potencial; EP - vstupni potencial; CE - kolizni energie;

CXP - vystupni potencial kolizni cely).

Negativni méd

metabolit RT
[min]
uracil 3.4
4-hydroxybenzaldehyd 49
hexosy (Glu, Fru, Gal, Man) 7.1
galaktitol 7.3
mannitol 7.4
levulinat 8.4
laktosa/maltosa/melobiosa/
sacharosa 58
2-hydroxyisobuanoat/2- 0.0
hydroxybutanoat
taurin 9.1
laktat 10.4
pantotenat 10.9
threonat 11.3
glukonat 134
glycerol-3-fosfat 17.7

Q1

110.9
120.8
178.9
180.8
180.9
115.0

340.9

102.9

123.8
88.9
217.9
135.0
194.8
170.9

Q3

42.1
92.0
88.9
100.8
89.1
71.1

161.0

57.0

79.9
43.0
88.0
75.1
129.0
78.9
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-10
-10
-10
-10
-10
-10

-10

-10

-10
-10
-10
-10
-10
-10

CE
(V]
-22
-32
-12
-16
-18
-14

-12

-16

-28
-16

-18
-18
-34

CXP



Tab. 11: Pfehled metabolitd nalezenych ve vzorcich EBC, které byly podrobeny

statistické analyze - pozitivni mod.

Pozitivhi mod

metabolit R_T Q1 Q3 oP =P & exP
[min] (V] (V] (V] (V]
2-aminofenol 21 109.9 65.1 71 10 29 6
nikotinamid 2.4 122.9 79.9 1 10 27 8
adenosin 5.9 267.9 118.9 41 10 67 10
cytosin 6.2 1119 94.8 96 10 27 10
adenin 6.5 135.9 118.9 171 10 31 14
y-glutamylcystein 6.5 251.0 149.0 61 10 29 14
cytidin 7.0 244.0 111.9 31 10 27 10
leucin/isoleucin 7.6 132.0 85.9 46 10 15 10
trigonellin 7.6 138.0 92.1 1 10 29 10
fenylalanin 8.0 165.9 119.9 36 10 19 12
homocystein 8.0 135.9 91.0 136 10 33 10
valin 8.1 117.9 72.1 56 10 17 8
tryptofan 8.2 204.9 145.8 41 10 25 14
5-aminolevulinat 8.3 131.9 89.9 61 10 19
N-acetylputrescin 8.4 131.0 71.9 76 10 21
guanosin 8.5 284.0 151.9 51 10 27 14
prolin 8.5 115.9 69.9 31 10 21 8
karnitin 8.6 161.9 102.9 56 10 23 10
guanidinoacetat 8.7 117.9 75.9 51 10 17
alanin/sarkosin/B-alanin 8.9 89.9 441 51 10 23
4-guanidinobutanoat 9.0 145.9 86.9 51 10 21 10
tyrosin 9.1 181.9 136.0 46 10 19 12
threonin/homoserin 9.4 119.9 73.9 41 10 15 8
4-aminobutanoét 9.6 104.0 68.9 56 10 21 8
serin 9.8 105.8 60.0 16 10 15 8
cholin 10.0 104.3 60.0 36 10 23 8
histidin 10.0 155.9 110.0 46 10 19 10
adenosinmonofosfat 18.4 348.0 135.9 116 10 27 14
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Obr. 13: Chromatogram astmatického pacienta L3 na 1é&bé glukokortikosteroidy.

8.1.1 Statisticka analyza

Na obrazcich 14 az 19 jsou uvedeny grafické vystupy ze statistického
vyhodnoceni cilené metabolomické analyzy kondenzatu dechu.

Metoda hlavnich komponent nerozliSila jednotlivé skupiny, nebyly zjistény
zadné vybocujici body nebo nepfedpokladané skupiny. Vysvétlena variabilita
puvodniho datového souboru byla 43,38 % (za optimalni je povazovano 75 % a vice).

Z toho duvodu byla na uvedenda data aplikovana analyza diskriminacni,
klasifikujici vzorky EBC do ¢&tyf skupin, které se timto pfistupem podafilo graficky
oddélit.

Diskriminacni analyzou datového souboru byla, od kontrolnich subjektd, nejvice
odliSena skupina pacientl s cystickou fibr6zou. Nejméné rozdilné vici kontrolam byly

vzorky astmatikl na Ié¢bé glukokortikosteroidy.
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Obr. 14: Metoda hlavnich komponent aplikovana na metabolity EBC nalezené cilenou
metabolickou analyzou. Kontrolni vzorky ,Control jsou vyznaCeny hnédé; EBC
pacientl s cystickou fibrézou ,CF* Cerné, kondenzaty pacientll s astmatem ,AST*
zelend a astmatici na |é¢bé& glukokortikosteroidy ,L“ jsou oznadeni modie. Cisla

uvedena za zminénymi zkratkami znazornuji pofadi odbéru vzorka.
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Obr. 15: Biplot (dvojny graf) zobrazujici 20 nejvyznamnéjsich metabolitd. Sipky

znazornuji proménné (metabolity).

15

10

Skor

-10

Obr. 16: Diskrimina¢ni analyza 4 skupin (pacientd s astmatem a CF,

IéCbé a kontrol).

-04 -0.2 0.0 0.2 04 0.6
I I I I I I
] | ©
o
N L <
o
(EBHERD
chheaHRbis ~
(CoegifptS r o
Control21
ontrol CF9 c
o
‘ S i 2
L30 AST15 !
L33pgp 7 L18 ASTX&T%
L1|. o
1 923 <
L =
— Q@
T T T T T T
-10 -5 0 5 10 15
Skor 1

-51 -

astmatikd na



-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

a) | | | | | |
o0 _|
- ©
I o
S L <
o
mr‘ﬁi‘g@eucin
ChHOBHHIS - kangtin thr€ONat  fenylalanin «
0 TICoeentmg ~ o
N
io: Lontrol21 CF9 c
[0}
valin @% o
#tanoat
L30 2-hydro;
L33
L1
_|probg 4% L N
o "EH L S
tyrosin
hexosy (Glu Fru ng}mgn)
<
o - C o
T T T T T T
-10 -5 0 5 10 15
Skor 1
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
b) ! ! ! ! ! !
w ]
- L <
o
S <
I o
mfﬂ@@eucin
chhoBrgtis o wamtin t€ONAt  fenylalanin
o Y uakaitatin y! N
Coegaimks - S
] ©
S Control21
if‘. CF9 c
valin @ o
o 8 B o
gatanoat
L30
L10C;
_|proljg LI4% . N
o EAL S
tyrosin
hexosy (Glu Fru (ggﬁwgn)
<
o - C o
T T T T T T
-10 -5 0 5 10 15

Obr. 17: Diskrimina¢ni analyza s vyznaCenim metabolitd determinujicich tyto skupiny
a) DA zahrnujici vS8ech 42 metabolitt b) DA zobrazujici 20 nejvyznamnégjSich
metabolitd.
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Dal8imi grafickymi vystupy statistické analyzy byly shlukova analyza a tzv. ,heat
mapa“ (Obr. 18 a 19). Ani jednou z uvedenych metod se nepodafilo skupiny
pacientd/kontrol od sebe oddélit - nebyly pozorovany zadné konzistentni shluky ani na

nizSich vétvich.
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Obr. 18: ,Heat mapa“ metabolitd nalezenych v EBC pacientd a kontrol cilenou
metabolomickou analyzou. Narozdil od shlukové analyzy je bran v uvahu i vliv

metabolitu.
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Obr. 19: Shlukova analyza 4 skupin.

8.2 Necilena metabolomicka analyza

Naméfena data byla zpracovana v softwaru Xcalibur (Thermo Scientific,
Franklin, MA, USA), verze 2.2-SP1. Celkem bylo nalezeno 132 pik{i. Po provedené
variaci bylo ke kone€nému statistickému vyhodnoceni vybrano 110 pikd definovanych
presnou hmotou m/z a retenénim ¢asem.

Identifikace dvaceti nejvyznamnéjSich pikd, ur€enych z diskriminacni analyzy
(Tab. 12), byly provedeny pomoci internetovych databazi METLIN ,Metabolite and
tandem MS database® (http://metlin.scripps.edu), LIPID MAPS ,Metabolites and
parthways strategy (http://www.lipidmaps.org) a HMDB ,Human metabolome
database” (http://www.hmdb.ca).

Odchylka m/z vyjadfena pomoci Appm byla pro jednotlivé analyzy spocitana
softwarem RawMeat, verze 2.1 (VAST Scientific, Inc. Cambridge, MA, USA). V pfipadé
vzorkl EBC se tato odchylka pohybovala v rozmezi + (8 -10) ppm.
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Tab. 12: Dvacet nejvyznamnéjSich m/z plynoucich z DA (Obr. 23b), s uvedenim

pfikladi potencionalnich metabolitt, charakteristickych svym m/z a tvarem piku.

Mé&Feni probihalo pouze v pozitivnim médu.

RT m/z m/z
potencionalni metabolit adukt Appm
(sec) zjisténa teoreticka
1-deoxytetradekasfinganin .
123.9 271.274486 271.2744 . M+ACN+H 0
(xestoaminol C)
1239 271274486 2712744 O o0eKa-Senamid M+NH4* 0
(palmitolamid)
eikosa-5,8,11,14-tetraenova kyselina .
124.8  313.298209  313.2969 M+H 4
(arachidonova kyselina)
124.6  228.243425 - - - -
120.2  291.195657 291.1955  8-hydroxyoktadek-17-en-9,11-diynova kys. M+H"
120.2  291.195657 291.1955 8-hydroxyoktadek-13-en-9,11-diynova kys.  M+H"
1202 201105657 2011955 o Yaroxyoktadek-17-en-10,12-diynova M+H" 0
kys.
120.2 291.195657 291.1955 4-oxooktadeka-9,11,13,15-tetraenova kys. M+H" 0
120.2  291.195657 291.1955 8-oxooktadeka-9,11-diynova kyselina M+H" 0
120.2  291.195657 291.1955 ecklonialakton A M+H" 0
124.1 285.283786 - - - -
124.1  310.285016 - - - -
1-methyl-1-[5-(1-methylpyrrolidinium-1-
124.1  256.272923  256.2747  yl)pentyl]pyrrolidinium M+NH4" 6
(pentolinium)
125.0 286.285397 - - - -
124.0 272.276073 - - - -
466.6  250.180327  250.1802  4-heptyloxyfenol M+ACN+H" 0
466.6  250.180327 250.1802 a-amylcinnamylformat M+NH4" 0
466.6  250.180327 250.1802 eremofrullanolid M+NH4" 0
466.6  250.180327 250.1802 frullanolid M+NH4" 0
466.6  250.180327 250.1802 costunolid M+NH4" 0
466.6  250.180327 250.1802 alantolakton M+NH4" 0
466.6  250.180327 250.1802 lofocerin M+H" 0
466.6  250.180327 250.1802 nufaridin M+H" 0
466.6  250.180327 250.1802 N,O-didesmethylvenlafaxin M+H* 0
466.6  250.180327 250.1802 glechomanolid M+NH4" 0
466.6  250.180327 250.1802 isoalantolakton M+NH4" 0
466.6  250.180327 250.1802 isovelleral M+NH4" 0
466.6  250.180327 250.1802  pinguison M+NH4" 0
466.6  250.180327 250.1802 furanogermenon M+NH4" 0
466.6  250.180327 250.1802 alprenol M+H* 0
755.3  256.964834 - - - -
750.0 181.028505 181.0278 acesulfam-K M+NH4" 4
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RT m/z m/z
potencionalni metabolit adukt Appm

(sec) Zjisténa teoreticka

4715  227.149814  227.1502 isokarbamid M+ACN+H" 1
4715 207149814 2270502 - Cmeiyinitrosamino)-L(3-pyridyl)-1- M+NH4* 1

butanol

647.2 136.940148 - - - -
754.6  297.991284 - - - -
123.0 372.346474 372.3472  2-oxodokosanova kys. M+NH4" 1
123.0 372.346474 372.3472  3-oxodokosanova kys. M+NH4" 1
123.0 372.346474 372.3472  4-oxodokosanova kys. M+NH4" 1
123.0 372.346474 372.3472  10-oxodokosanova kys. M+NH4" 1
123.0 372.346474 372.3472  21-oxodokosanova kys. M+NH4" 1
123.0 372.346474  372.3472  22-oxodokosanova kys. M+NH4" 1
123.0 372.346474 372.3472 hexadecylmethylglycerol M+ACN+H" 1
123.0 372.346474 372.3472  1-hexadecyl-2-O-methylglycerol M+ACN+H" 1
504.4  302.196208 302.1975 tegaserod M+H" 4
124.1  195.122845 195.1240 2,4-diamino-6-hydroxylaminotoluen M+ACN+H" 6
124.1  195.122845 195.1240 4-(B-acetylaminoethyl)imidazol M+ACN+H" 6
1241 195.122845 195.1240 N-acetylhistamin M+ACN+H" 6
1241  195.122845 195.1240  N'-nitrosonornikotin M+NH4" 6
124.4  233.078925 233.0808 3-(naftoxyl)mlécna kys. M+H" 8
124.4  233.078925 233.0808 altholakton M+H" 8
1244  233.078925 233.0768 isosorbid 2-mononitrat M+ACN+H" 9
124.4  233.078925 233.0768 isosorbid 5-mononitrat M+ACN+H" 9
124.4  233.078925 233.0768 y-karboxyglutamova kys. M+ACN+H" 9
124.4  233.078925 233.0768 0O-oxalyl-L-homoserin M+ACN+H" 9
124.4  233.078925 233.0768 nitrilotriacetat M+ACN+H" 9
123.9  336.290200 336.2897 nonadeka-5,9-dienova kys. M+ACN+H" 1
123.9 336.290200 336.2897 nonadeka-10,13-dienova kys. M+ACN+H" 1
123.9  336.290200 336.2897 nonadek-18-ynova kys. M+ACN+H" 1
123.9 336.290200 336.2897  16-methyloktadeka-5,9-dienova kys. M+ACN+H" 1
123.9  336.290200 336.2897 17-methyloktadeka-5,9-dienova kys. M+ACN+H" 1
123.9  336.290200 336.2897 methyl-9,10-enoktadek-9-enova kys. M+ACN+H" 1
123.9  336.290200 336.2897 17-hydroxy-5-androstan acetat M+NH4" 1
123.9  336.290200 336.2897  2,17-dimethyldihydrotestosteron M+NH4" 1
123.9  336.290200 336.2897 pregnanolon M+NH4" 1
123.9 336.290200 336.2897  pregn-4-en-3,20-diol M+NH4" 1
123.9 336.290200 336.2897  3-hydroxypregnan-20-on M+NH4" 1
123.9  336.290200 336.2897 allopregnanolon M+NH4" 1
123.9  336.290200 336.2897 5-[pentadek-8Z-en-1-ylbenzen-1,3-diol M+NH4" 1
123.9 336.290200 336.2897 methyllinoleat M+ACN+H" 1
123.9  336.290200 336.2897 methylester kys. arachidonové M+NH4" 1
123.9 336.290200 336.2897 epimetendiol M+NH4" 1
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RT m/z m/z
potencionalni metabolit

(sec) Zjisténa teoreticka

adukt Appm

2[(1S,3R)-3-hydroxycyklohexyl]-5-(2-
methyloktan-2-yl)fenol

123.9 336.290200 336.2897

M+NH4" 1

8.2.1 Statisticka analyza

Na obrazcich 20 az 25 jsou uvedeny grafické vystupy ze statistického

vyhodnoceni necilené metabolomické analyzy kondenzatu dechu. PCA analyza,

klastrova analyza a heat mapa anivtomto pfipadé nerozliSily jednotlivé skupiny.

Vysvétlena variabilita pavodniho datového souboru pro PCA analyzu cinila 61,2 %.

Déleni do skupin bylo pozorovano u analyzy diskriminacni.
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Obr. 20: Metoda hlavnich komponent aplikovana na pfesné hmoty nalezené v EBC

necilenou metabolickou analyzou. Vzorky kontrolni ,Control* jsou vyznadeny hnédé;

pacienti s cystickou fibrézou jsou ,CF* Cerné, kondenzaty pacientl s astmatem ,AST*

zelené a astmatici na 1écbé glukokortikosteroidy ,L“ jsou oznadeni modfe. Cisla

uvedena za zminénymi zkratkami opét znazorriuji pofadi odbéru vzorka.
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Obr. 23: Diskrimina¢ni analyza necilené metabolomické analyzy kondenzatu dechu

a) vyznacenim vSech hmot, b) se znazornénim dvaceti nejvyznamnéjSich hmot.
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9 Diskuze

Cilem pfedlozené diplomoveé prace bylo porovnat, popf. charakterizovat rozdily
v metabolomickych profilech kondenzati dechu (EBC) ziskanych od pacient s CF,
astmatem, astmatikd Ié€enych glukokortikosteroidy a od kontrol. Hlavni vyhoda analyzy
EBC spociva v neinvazivnim, jednoduchém odbéru biologického materialu, jehoz
soucasti jsou i netékavé mediatory uvolfiované z plic a dolnich cest dychacich.
Zminovana prednost vynikne pfedevSim v porovnani s invazivnimi (bronchoalveolarni
lavaz; bronchialni biopsie) €i semi-invazivnimi (indukce sputa) technikami (Montuschi &
Barnes, 2002b).

Celkem bylo pfistrojem EcoScreen nasbirano 42 vzorkl kondenzatu
vydechovaného vzduchu, ato pfevazné od déti. Objemové rozdily mezi vzorky byly
nejednotnosti v intenzité a sile vydechu, byly redukovany statistickou upravou dat.

Pomoci cilené metabolomické analyzy bylo identifikovano a dale statisticky
zpracovano 42 metabolitd, jednalo se predevSim o aminokyseliny, sacharidy,
pyrimidiny a puriny. U posledni zminéné skupiny je nutno podotknout, Ze extracelularni
puriny, véetné ATP a jeho degradacnich produktu, patfi mezi dulezité signalni molekuly
pusobici na povrchu dychacich cest (Esther et al., 2008). V analyzovanych vzorcich
kondenzatu dechu byl nalezen adenosinmonofosfat, adenosin a adenin. Narozdil od
studie Huszar et al. (2002), kde byly zjistény zvySené koncentrace adenosinu
u pacientd s astmatem (Coremer = 15 NM, rozsah 12-18 nM) ve srovnani s astmatiky na
IéCbEé (Cprmer = 10 NM, rozsah 8-13 nM) a kontrolami (Coumer = 9 NM, rozsah 7-11),
nebyly nami pozorovany zadné vyrazné diference v koncentracich tohoto metabolitu
mezi kondenzaty uvedenych skupin. Nicméné diskriminaéni analyzou byla, mezi
dvacet nejvyznamnéjSich metabolitd (obr. 17b), zafazena strukturné analogicka
purinova baze adenin.

Taurin byl, podobné jako adenosin, ve vzorcich EBC nalezen, ale diskrimina&ni
analyza jej nezaradila mezi 20 nejvice diskriminujicich metabolitt. Taurin je znam jako
latka, ktera se intracelularné hromadi v epitelialnich bufkach (v€etné bunék cest
dychacich). Jeho funkci je regulovat osmotickou rovnovahu. Bylo napfiklad zjisténo, ze
extracelularni pfitomnost ATP a adenosinu zvySuje Unik taurinu pfes bunéény kanal
VSOAC ,volume-sensitive organic anion channel* (Musante et al., 1999). NMR

analyzou BAL tekutiny pacientll s akutnim poskozenim plic a se syndromem akutni
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respiracni tisné byl tento metabolit shledan jako jedna z latek diskriminujici uvedené
skupiny (Rai et al., 2012).

Ve studii Barth & Pitt (1996) byl zkouman obsah aminokyselin (AMK) ve sputu
ziskaném od pacientd s CF a kontrolnich osob. Vyssi mnozstvi AMK bylo, v porovnani
s kontrolnimi subjekty (Cpramer = 2,52 mg/ml), nalezeno u pacient( s cystickou fibrézou
(Coremer = 5,70 mg/ml). Autofi se domnivaji, Ze jednou z pfi€in tohoto nartstu mize
byt pfitomnost exogennich proteas bakterii kolonizujicich dychaci cesty CF. Nicméné
sledovani aminokyselin ve vzorcich kondenzatu dechu (zejména pro dvoijici pacient x
kontrola) zuUstava i nadale pomérné neprobadanou oblasti. Jednou z vyjimek je
tyrosinovy derivat, konkrétné 3-nitrotyrosin, o kterém bude zminéno nize.

Autofi Conventz et al. (2007) se zaobirali hydrofilni separaci vybranych AMK

nalezenych v kondenzatu dechu pomoci LC-MS/MS. Jednalo se konkrétné
o 3-nitrotyrosin, tyrosin, hydroxyprolin a prolin. Tyto AMK nebyly z EBC extrahovany,
nybrz byla pro Upravu vzorku, podobné jako v naSem pfipadé, zvolena lyofilizace. Za
podminek popsanych v publikaci, byly napfiklad zjistény limity detekce uvedenych
metabolitd (pro dvojici 3-nitrotyrosin a hydroxyprolin - 5 ng/l; pro tyrosin a prolin -
0,05 ug/l), dale byla navrzena moznost vyuziti aminokyselin tyrosinu a prolinu jako
fedicich marker vzorka EBC. Aminokyseliny mohou také pochazet z proteint (napf.
mucinu), které jsou pfitomny v dychacich cestach (Shankar et al., 1994).
Marker nitrosativniho stresu 3-nitrotyrosin, nemohl byt nami sledovan, nebot’ nebyl
zarazen do metody cilené metabolomické analyzy. Nicméné dle dosud publikovanych
studii, byla nalezena zvySena koncentrace uvedeného metabolitu v kondenzatech
dechu pacientll s astmatem (Castma = 15,3 £ 2,0 ng/ml, Ciontroy = 6,3 £ 0,8 ng/ml),
(Hanazawa et al., 2000). Prekurzorem pro syntézu 3-nitrotyrosinu, je aminokyselina
tyrosin, kterou se nam detekovat podafilo - navic dle DA byla ve vztahu k jednotlivym
skupinam zafazena jako jeden z metabolitd diskriminujici pravé vzorky pacient
s astmatem (Obr. 17b). Vynesenim hodnot do krabicovych grafli ,box plot‘, bylo
zjisténo, ze horni kvartil box plotu astmatickych pacienti je sice vysSi, ale median
koncentraci je vyrazné zeSikmen k niz§im hodnotdm a nachazi se tedy na urovni
ostatnich skupin (Obr. 26).

Zajimava je skute€nost, Ze diskrimina¢ni analyzou byl, pro rozdéleni vzorki
pacientl s CF a cCasteCné i neléCenych astmatiki vuci ostatnim skupinam, jako
vyznamny metabolit shledan valin. ZvySeny median koncentraci této aminokyseliny byl

nalezen i ve vyneseni krabicovych graft viz obr. 27.
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Obr. 26: Vyneseni box plotll pro aminokyselinu tyrosin. Pouzité zkratky: pacienti
s cystickou fibrézou ,CF“, astmatici ,AST", astmatici na 1é¢bé glukokortikosteroidy ,L"

a kontrolni osoby ,Control“.

[eNe)

CF AST L Control

Obr. 27: Vyneseni box plotd pro aminokyselinu valin.
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V pfipadé necilené metabolomické analyzy bylo celkem nalezeno 132 piku ze
kterych bylo, pro konecné statistické zpracovani, vybrano 110 pikG definovanych
pfesnou hmotou a retenénim Casem. Identifikace dvaceti nejvyznamnéjSich analytd
opét vychazela z diskriminaéni analyzy, nebot ani zde PCA metoda jednotlivé skupiny
nediferencovala.

Jako potencialni metabolit byla s retenénim ¢asem 124,8 sekund a hmotou m/z
313.298 nalezena kyselina arachidonova (M+H"). Diskrimina¢ni analyza ji pfifadila na
pomezi vzorkll kontrolnich a pacienti s CF. V publikaci Guilbault et al. (2009) bylo
zminéno, ze pacienti s cystickou fibrézou trpi nerovnovahou ve vyskytu
polynenasycenych mastnych kyselin - konkrétné, Ze vykazuji nizké koncentrace
kyseliny dokosahexaenoveé a zvySené koncentrace kyseliny arachidonové. Kyselina
arachidonova je téz znamym prekurzorem biosyntézy zanétlivych biomarker(
(leukotriend, prostanoidd a isoprostan(l) - viz kap. 2.1. Zminéné metabolické produkty
vS8ak nami pozorovany nebyly. V fadé publikaci bylo pro sledovani uvedenych
metabolitd, vyuzito specifické enzymové imunoanalyzy (Csoma et al.,, 2002;
Carpagnano et al., 2003).

DalSi nami nalezeny metabolit s hmotou m/z 372.346 a retenci 123,0 sekund,
muze byt vyhodnocen jako potencialni adukt kyseliny oxodokosahexanové (M+NH4").
Lipidy v plicich (zejména fosfatidylcholin a fosfatidylglycerol) pfispivaji ke snizeni
povrchového napéti na rozhrani vzduch - kapalina (Veldhuizen et al., 1998).

Narozdil od studie Carraro et al. (2013) nebyly u vzorkd kontrolnich a u skupiny
pacientd s astmatem pozorovany rozdily ve hmotach m/z 327.204, 252.182
a 429.286 m/z, které byly autory vyhodnoceny jako kys. retinova, deoxyadenosin

a erkalcitriol.
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10 Zavér

V Uvodu teoretické Casti predlozené diplomové prace bylo pojednano
o kondenzatu vydechovaného vzduchu (EBC) s dirazem na technologii odbéru
a faktory ovliviujici jeho slozeni. V navazujicich kapitolach byly shrnuty poznatky
0 mediatorech detekovatelnych v kondenzatu dechu pfi zanétlivych onemocnénich.
Dale byla zminéna zakladni fakta o astmatu, cystické fibroze a metabolomice dechu.

Prakticka ¢ast byla zahajena odbérem biologického materialu pfistrojem
EcoScreen - konkrétné bylo nasbirano 42 vzorki EBC ziskanych od pacientd
s astmatem, cystickou fibrézou, astmatiku lé€enych glukokortikosteroidy a od kontrol.
Pfed metabolomickou analyzou byly vzorky podrobeny testu na pfitomnost a-amylasy
pro vylou€eni kontaminace slinami. Vysledek byl negativni pro vSechny vzorky.
Kondenzaty byly zpracovany lyofilizaci a poté analyzovany.

Cilenou metabolomickou analyzou bylo identifikovano a dale statisticky
zpracovano 42 metabolitl. Nalezeny byly zejména aminokyseliny, sacharidy,
pyrimidiny a puriny. Metoda hlavnich komponent (PCA) nenalezla zadné vybocujici
body a nerozdélila vzorky do skupin. Z toho divodu byla provedena diskriminacni
analyza, ktera toto rozdéleni umoznila. Nejvice se od kontrol odliSila skupina pacientd
s cystickou fibrézou, pro niz byla nejvice diskriminujici aminokyselina valin.

Necilenou metabolomickou analyzou bylo po provedené variaci ke konenému
statistickému zpracovani vybrano 110 pikd definovanych pfesnou hmotou m/z
a retenénim ¢asem. Ani zde PCA nerozdélila vzorky do skupin. Byla proto provedena
diskriminacni analyza, kterou bylo rozdéleni do skupin dosazeno. Mezi potencionalnimi
metabolity nalezenymi na zakladé pfesné hmoty byla i kyselina arachidonova, ktera je
znamym prekurzorem zanétlivych biomarker(, konkrétné prostanoidl, isoprostand
a leukotrienu.

Nasledujici experimenty budou zaméfeny na potvrzeni nalezenych metabolitt
na zakladé jejich fragmentace a nasledné identifikaci vzniklych fragmentd. Dale je
planovana klinicka studie, ktera bude zahrnovat vétSi pocCet pacientll a kontrol

s dlirazem na optimalizaci odbéru a pFipravy vzorka.
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Seznam pouzitych zkratek

AA
ADAM
ALI
AMK
AMP
ARB
ARDS

AST

ATP

BAL

BDP

BHR
BUD
CAMP
CAMERA

CE
CF
CFTR

CIC

clr
CLU
Control
COPD

Cv
CXP
cys-LT
CysLT
DA
DNA
DP

kyselina arachidonova

a disintegrin and metaloproteinase

akutni poSkozeni plic (acute lung injury)

aminokyseliny

adenosinmonofosfat

arbitrazni jednotka

syndrom akutni respiraCni tisné (acute respiratory distress
syndrome)

astma

adenosintrifosfat

bronchoalveolarni lavaz

beklomethasondipropionat

bronchialni hyperreaktivita

budesonid

cyklicky adenosinmonofosfat

metabolomicka programova knihovna ,collection of algorithms
for metabolite profile annotation®

kolizni energie (collision energy)

cysticka fibréza (cystic fibrosis)

regulator transmembranové vodivosti iontl (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator)

ciclesonid

centred logratio

klastrova analyza (cluster analysis)

kontrolni osoby

chronickd obstrukéni plicni nemoc (chronic obstructive
pulmonary disease)

varia¢ni koeficient

vystupni potencial kolizni cely (collision cell exit potential)
cysteinylové leukotrieny

receptor pro cysteinylové leukotrieny

diskriminacni analyza (discriminant analysis)

deoxyribonukleova kyselina

deklasteracni potencial (declustering potential)
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EBC
ECP
EDN
ENaC
eNose
EP
EPO
ESI
FceRI
FENO

FEV,
FP

Fru
FWHM
Gal
GC
GINA
Glu
GluCys
HLA
HMDB

HPLC
HPLC-MS/MS

IgE

IL

L

LIPID MAPS

LT

LC
LOESS
MS
MSD
MBP

kondenzat vydechovaného vzduchu (exhaled breath condensate)
eozinofilni kationicky protein

eozinofilni neurotoxin

sodikovy kanal (epithelial sodium channel)

electronic nose

vstupni potencial (entrance potential)

eozinofilni peroxidasa

ionizace elektrosprejem (electrospray ionisation)

vysokoafinitni receptor pro imunoglobulin E

frakce vydechovaného oxidu dusnatého (fractional exhaled nitric
oxide)

usilovné vydechnuty objemza 1s

flutikasonpropionat

fruktosa

full width at half maximum

galaktosa

plynova chromatografie

Globalni iniciativa pro astma (Global initiative for asthma)
glukosa

glutamylcystein

human leukocyte anitgen

internetova metabolomicka databaze ,Human metabolome
database*

vysokoucinna kapalinova chromatografie

vysokoucinna  kapalinovd  chromatografie = ve  spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii

imunoglobulin E

interleukin

pacienti s astmatem na lé¢bé glukokortikosteroidy

internetova  metabolomicka databaze ,Metabolites and
parthways strategy”

leukotrien

kapalinova chromatografie

statisticky pfistup ,locally weighted regression®

hmotnostni spektrometrie

membrane spanning domain

hlavni bazicky protein
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NH
NMR
NBD
NOS
Man
METLIN

MRM
MS
ONH
ONOO
ORCC
PAF
PEF
PCA
PCL
PG
PKA
PUFA
Q1

Q3
QC

R
RNS
ROS
RSV
RT
SEM
TH lymfocyt
TNF
™

TX

VSOAC
XCMS
5-HPETE
8-epi-PGF,

nalezita hodnota

nuklearni magneticka rezonance

doména vazajici nukleotidy (nucleotide binding domain)
synthasa oxidu dusnatého

manosa

internetova metabolomicka databaze ,Metabolite and tandem
MS database”

multiple-reaction monitoring

hmotnostni spektrometrie

osobni nejlepsi hodnota

peroxynitrit

chloridovy kanal (outwardly rectified chloride channel)

faktor aktivujici desticky

vrcholovy vydechovy pratok

analyza hlavnich komponent (principal component analysis)
periciliarni tekutina (periciliary liquid layer)

prostaglandin

proteinkinasa A

polynenasycené mastné kyseliny (polyunsaturated fatty acids)
rodi€ovsky ion

dcefiny ion

kontrola kvality

regulacni doména CFTR proteinu

reaktivni dusikaté radikaly

reaktivni kyslikaté radikaly

respiracné syncytialni virus

retenéni Cas (retention time)

stfedni chyba praméru

pomocny lymfocyt (helper lymphocyte)

faktor nadorové nekrézy (tumor necrosis factor)
transmembranova doména (transmembrane domain) CFTR
proteinu

tromboxan

buné&cény kanal ,volume-sensitive organic anion channel®
metabolomicka programova knihovna
5S-hydroperoxy-6,8-trans-11,14-cis-eikosatetraenova kyselina

8-isoprostan

-82 -



