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UvVOoD

Kondenzat dechu lze ziskat ochlazenim vydechovaného dechu a jeho kondenzaci.
Jedna se o atraktivni biologicky vzorek diky jednoduchosti a neinvazivnosti jeho odbéru
a obsahu biomarkerti oxida¢niho stresu a zanétu dychacich cest. Obsah téchto biomarkert
se muze vyznamné liSit mezi zdravymi a nemocnymi jedinci. Z tohoto divodu mize byt
analyza chemického slozeni kondenzatu dechu velmi cenna v oblasti diagnostiky riznych
patologickych stavi dychaci soustavy a monitorovani sni souvisejicich onemocnéni.
Kapilarni elektroforéza je pro analyzu biologickych vzorkd, jako je kondenzat dechu,
vhodna predevsim diky rychlosti analyzy, vysoké ui€innosti separace, schopnosti analyzovat
velmi malé mnozstvi vzorku a pfenositelnosti.

Cilem této diplomové prace bylo vypracovat literarni reSerS$i na téma kapilarni
elektroforézy a analyzy kondenzatu dechu, a dale vyvinout metodu pro odbér vzorki
kondenzatu dechu a nasledné se pokusit odebrané vzorky analyzovat metodou kapilarni
elektroforézy ve spojeni s UV a MS detekci. Teoreticka Cast diplomové prace pojednava
o obecnych principech kapilarni elektroforézy, jeji instrumentaci a zptsobech detekce, dale
o analyze dechu obecné, a piedevsim jeho kondenzatu. Pozornost je vénovana
metodologickym aspektim odbéru kondenzatu dechu a jeho obsahu biomarkert dychacich
onemocnéni. Zaver teoretické Casti pojednava o analyze kondenzatu dechu pomoci kapilarni
elektroforézy a jejim potencialu v oblasti diagnostiky chorob. V praktické Casti prace je
popsan postup odbéru kondenzatu dechu prostfednictvim v laboratotfi zkonstruovaného
odbérného zafizeni, a dale analyza kondenzatu dechu metodami CE-UV a CE-MS, jeji cile,

provedeni, vysledky a diskuze.



1. KAPILARNIi ELEKTROFOREZA

Kapilarni elektroforéza (angl. capillary electrophoresis, CE) je analyticka separacni
technika zalozena na migraci nabitych Ccastic ve stejnosmérném elektrickém poli.
Za zakladatele elektroforézy se povazuje Svédsky chemik A. Tiselius, ktery roku 1937 jako
jeden zprvnich pouzil elektroforézu pro analyzu sérovych proteind. Pfi aplikovani
elektrického pole na smési téchto proteini spolu s roztoky pufri ve zkumavce zjistil,
ze jednotlivé slozky smeési migrovaly v uritém smeéru a urcitou rychlosti v zavislosti
na jejich naboji a pohyblivosti. Za tuto praci byla Tiseliusovi pozd¢ji roku 1948 udélena
Nobelova cena za chemii [1,2]. Separace ve volném roztoku, jak ji provedl Tiselius, byla
vSak omezena tepelnou difuzi a konvekci. Z toho divodu se separace biomakromolekul
zacala provadét v antikonvektivnich médiich, a to v polyakrylamidovych ¢i agar6zovych
gelech v plo§ném nebo kapilarnim uspotradani. Plosna gelova elektroforéza je dnes v této
oblasti jednou z nejroz§ifenéjSich separacnich technik, avsak ma také své stinné stranky,
jako jsou dlouha doba analyzy, nizka G¢innost separace a potize pii detekci a automatizaci.

V tomto ohledu pfedstavuje vhodnou alternativu elektroforeticka separace v uzkych
otevienych kapilarach. Kapilary jsou malo vodivé, generuji méné tepla a jsou v principu
antikonvektivni, proto v jejich pfipadé neni pouziti gelovych médii nutné [2]. Prvni
elektroforetickou separaci v kapilarach o vnitinim praméru 1 mm uskuteCnil roku 1958
S. Hjertén, ktery kapilary otacel podél jejich podélné osy, aby minimalizoval vlivy konvekce.
Pozdé&i R. Virtanen a poté F. E. P. Mikkers a F. M. Everaerts provedli elektroforeticky
experiment v kapilarach vyrobenych ze skla a teflonu s vnitfnim primérem cca 200 pum.
V roce 1981 J. Jorgeson a K. Lukacs poprvé pouzili k separaci kapilary z taveného kiemene
s vnitfnim pramérem 75 pm. Na prelomu 60. a 70. let 20. stoleti doslo k velkému rozvoji
elektroforézy v kapilarach a komer¢ni pfistroj ur€eny pro CE se poprvé objevil na trhu roku
1988 [2,3].

Od té doby se CE ujala v praxi a v dnesni dobé se s ni 1ze setkat v mnoha oblastech,
jako je farmaceuticka, forenzni, klinickd, potravinarskd, environmentalni, chemicka
a biochemicka analyza apod. CE je pouzivana pro fadu obtiznych analytickych separaci,
nejCastéji pro separaci anorganickych iontd, organickych kyselin, aminokyselin, peptida
az proteinl, enzymu, hormond, sacharidt, 1éCiv, vitamind, pesticidd, barviv, povrchové
aktivnich latek ¢i nukleovych kyselin [1,2]. Mezi jeji vyznacné prednosti se fadi mala
spotfeba analytu a pomocnych roztokd, vysoka ucinnost separace, robustnost vuci slozitym

matricim a kratka doba analyzy a optimalizace metody. Naopak k jejim slabym strankam
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patii men$i reprodukovatelnost a nizsi citlivost. Ve srovnani s chromatografickymi
technikami nabizi CE vétsi separacni ucinnost, av§ak mensi selektivitu a spolehlivost a také
meéné moznosti modifikace separacniho dé&je [3,4]. Jelikoz se mechanismy separace v CE
zna¢né lisi, jevi se CE jako vhodna komplementarni metoda k chromatografické analyze [2].

Podobné jako u kapalinové chromatografie, existuje mnoho pracovnich rezima
kapilarni elektroforézy. RozliSuje se celkem 6 zakladnich technik, které se li§i predevsim
mechanismem separace a pouzitym meédiem. Jedna se o kapilarni zoénovou elektroforézu,
kapilarni gelovou elektroforézu, micelarni elektrokinetickou kapilarni chromatografii,
kapilarni  elektrochromatografii, kapilarni izoelektrické fokusovani a kapilarni
izotachoforézu [3]. Dale v ramci této diplomové préce je detailné€ji popsana pouze kapilarni
zonova elektroforéza (strucné jen kapilarni elektroforéza), ktera byla pouzita v praktické

Casti prace.
1. 1. Princip kapilarni elektroforézy

1. 1. 1. [Elektroforeticka migrace

Princip kapilarni elektroforézy je zalozen na dvou transportnich jevech,
elektroforetické migraci nabitych castic v elektrickém poli a elektroosmotického toku
kapaliny kapilarou. K separaci dochédzi po nadavkovani malé zony vzorku do elektricky
vodivého separacniho roztoku (pufru) v kapilare. Na koncich kapilary je pomoci dvojice
elektrod, ponofenych v nadobkach s roztokem elektrolytu, aplikovano vysoké vnéjsi napéti
az nekolika desitek kV. V prostredi vzniklého homogenniho elektrického pole pak dochézi
k tzv. elektroforetické migraci, ktera predstavuje pohyb iontd vlivem elektrostatického
ptitahovani naboje k opacné nabité elektrodé. K této elektrodé putuji i-té ionty konstantni
elektroforetickou rychlosti ver; (cm s), ktera je pfimo imérna intenzité elektrického pole £

(Vem™) a elektroforetické pohyblivosti daného iontu ger; (cm? V-1 s71):

Vefi = HUefi* E (1)

Intenzita elektrického pole £ odpovida podilu napéti U (V) aplikovaného na dvojici elektrod
a celkové délky separacni kapilary ¢ (cm):

_U )
=

11



Elektroforeticka pohyblivost ucr; (cm? V! s71) i-tého iontu, zavisi na celkovém naboji iontu
Oi, poloméru iontu 7i a dynamické viskozité prostredi # (kg m! s7) [3]:

Qi 3)
6mnn

Uefi =

Z vySe uvedené rovnice vyplyva, ze ¢im ma iont vétsi naboj a mens$i polomér, tim rychleji
migruje v elektrickém poli. Jednotlivé analyty se nasledné lisi svymi elektroforetickymi
pohyblivostmi a dochazi tim k jejich separaci, pficemz elektroforetické pohyblivosti jsou

v piipadé kationtd kladné a aniontt zaporné [1].

1. 1. 2. Elektroosmoticky tok

Kfemenna kapilara ma na svém povrchu silanolové skupiny (=Si—OH), které
v kontaktu s roztokem elektrolytu pfi nepfili§ nizké hodnoté pH (zhruba pH = 4 a vyse)
disociuji, v disledku ¢ehoz ziska vnitini povrch kapilary negativni naboj kiemicitanovych
skupin (=Si—O7). Uvolnéné vodikové ionty pak pfi rozhrani stény kapilary a roztoku
elektrolytu vytvareji na zakladé elektrostatickych zakont elektrickou dvojvrstvu [1-3].
Elektrostaticka orientace iontd tésn€ u rozhrani s kapilarou je konstantni (Sternova
¢i Helmholtzova vrstva), zatimco smérem dal od rozhrani orientace ¢astic klesa vlivem
difuize, konvekce a klesajici intenzity elektrického pole dvojvrstvy (difizni vrstva). Ve chvili,
kdy je na kapilaru vlozeno vnéjsi elektrické napéti, jsou solvatované kationty v difuzni
vrstvé pfitahovany k opa¢né nabité elektrodé (katodé€) a s sebou strhavaji veskery roztok
v kapilare, ¢imz dochazi k tzv. elektroosmotickému toku (angl. electroosmotic flow, EOF)
(Obr. 1). Smérem, ktery je dan polaritou naboji ve dvojvrstvé, unasi EOF vSechny
solvatované analyty, diky ¢emuz lze béhem jedné separace detekovat a stanovit kationty,
anionty i neutralni latky [1,3]. Rychlost EOF veor (m s?) je pfimo umérna intenzité
elektrického pole E a elektroosmotické mobilité uror (m? V1 s1), ktera zavisi na velikosti

zaporného naboje vnitiniho povrchu kapilary:

Vgor = HUgor " E “4)
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Obr. 1: Elektricka dvojvrstva na rozhrani kfemenné kapilary a roztoku elektrolytu,

elektroosmoticky tok [5]

EOF je jednim z vyznamnych parametrt, skrze ktery mizeme upravovat podminky
separace. Modifikaci povrchu kapilary mizeme zmeénit velikost EOF ¢i dokonce obratit jeho
smér [1]. Mizeme také EOF zcela vyloucit, zneutralizuje-li se naboj na vnitini sténé kapilary.
Rychlost EOF (a tudiz i dobu analyzy) mtuzeme determinovat zménou slozeni, viskozity
(resp. teploty), pH a koncentrace elektrolytu. Cim vyssi je pH elektrolytu v kapilafe,
tim vétsi je disociace silanolovych skupin a zdporny naboj na jejim vnitinim povrchu, a tim
rychlejsi je EOF. Zatimco tedy v kyselém separacnim prostfedi je EOF pomaly,
v neutralnich a bazickych tlumivych roztocich migruji analyty s pomoci EOF velkou
rychlosti. Pii velmi vysoké hodnoté pH vSak muze byt EOF jiz pfili§ rychly, coz by mohlo
véstk eluci analytt jesté pred jejich separaci. Na hodnoté pH vyznamné zavisi také disociace
slabé kyselych a zasaditych analytd, a tudiz jejich elektroforetické pohyblivosti a selektivita
separace [2,3].

Koncentrace (resp. iontova sila) tlumivého roztoku ma na EOF vliv takovy,
ze v mén¢ koncentrovanych pufrech je pozorovan rychlejsi EOF nez v koncentrovanéjsich.
Rychlejsi EOF, a tim i nizsi elektricky proud, je pro elektroforetickou separaci zadouci
z toho duvodu, Ze se generuje méné tepla. Koncentrace pufru by vSak méla byt optimalni
pro dostatecnou tlumivou kapacitu a udrzeni konstantniho pH po celé délce kapilary.

Standardné se vyuzivaji tlumivé roztoky o koncentraci desitek mmol/l [2,3].
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1. 2. Elektroforeticka separace a analyza

Davkovany vzorek je obvykle zfedény (rozpustény ve vodé ¢i ve ziedéném
separaCnim elektrolytu), a je tedy méné elektricky vodivy nez samotny separacni elektrolyt.
Z toho divodu dochazi po pripojeni napéti k jeho zakoncentrovani. Méné vodivy vzorek
si vynuti vétsi intenzitu elektrického pole, nez kterd je v separanim elektrolytu, a ionty
uvnitt zony analytu se nasledné pohybuji vétsi elektroforetickou rychlosti az k rozhrani mezi
vzorkem a elektrolytem. Zde na rozhrani se vzorek vlivem nizsi intenzity elektrického pole
v elektrolytu zpomali a nahromadi se do uzké zony. Takto zakoncentrovana zona vzorku
se pak vmigruje do separacniho elektrolytu a pohybuje se spolu s EOF smérem ke katodé.
Analyty, které v prostredi elektrolytu nabydou naboje, se navic pohybuji svymi
elektroforetickymi rychlostmi, a déli se tim na své vlastni zony. Je-li ve vzorku obsazeno
vice druha kationta ¢i aniontd, dojde k jejich vzajemné separaci pouze v piipad€, budou-li
se lisit svymi elektroforetickymi mobilitami. Analyty bez naboje jsou unaseny cCisté jen
prostiednictvim EOF a setrvavaji v pavodni nadavkované zoné€ vzorku [3].

Vzniklé zony kladné nabitych analyti se budou pohybovat rychleji nez EOF
o hodnotu jejich elektroforetické rychlosti ver +, kterd je kladna (ver+ > 0). Vyslednou rychlost
migrace urCitého kationtu vzhledem ke kapilate a detektoru lze vyjadfit souctem
elektroosmotické rychlosti elektrolytu a elektroforetické rychlosti daného kladné nabitého
analytu uvnitt elektrolytu a tato rychlost se nazyva jako rychlost pozorovana neboli také
zdanliva vpoz.+:

VUpoz,+ = Veof t Ver+ (5)

Naproti tomu zony zaporn€ nabitych analytt budou migrovat pomaleji nez elektroosmoticky
tok, jelikoz jejich elektroforetické rychlosti ver— jsou zdporné (ver— < 0), a jejich pozorované

(zdanlivé) rychlosti vpo,.- 1ze analogicky vyjadrit jako:

Vpoz,- = Veof T Vef- (6)

V zavéru separace domigruji zony raznych analyta k detektoru v riznych migraénich ¢asech
v zavislosti na naboji a charakteru analytu. Na zakladé vySe uvedenych predpoklada projdou
detektorem nejdiive zony vsech kationtil, poté zona neutralnich latek a jako posledni zony
vSech aniontd (Obr. 2). V piipadé pfitomnosti vicera neutralnich analyt k jejich vzajemné

separaci nedochazi, jelikoz se vSechny pohybuji stejnou rychlosti EOF, z c¢ehoz vyplyva,
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ze metodu kapilarni zonové elektroforézy nelze pouzit k analyze smési neutralnich latek.
Z migraéniho cCasu jakékoliv neutralni latky lze vSak wvypocitat rychlost EOF
a elektroosmotickou mobilitu. K tomuto Gc¢elu se pouzivaji dobfe rozpustné a detekovatelné
neutralni latky, které se oznacuji jako tzv. znackovace EOF (angl. EOF markers). U téchto
markert je potfeba navic vénovat pozornost tomu, aby byly neutralni v Sirokém intervalu

pH a aby neinteragovaly s povrchem kapilary [3,6].

Obr. 2: Elektroforeticka separace kationtt, aniontl a neutralnich latek [2]

Vyslednou elektroforetickou pohyblivost uer; daného analytu i lze vypocitat
odectenim migracniho ¢asu znackovace EOF #cor od migracniho €asu i-té¢ho nabitého analytu
Imigi, je-11 znama celkova délka separacni kapilary L., efektivni délka kapilary od vstupniho

konce kapilary k detektoru Lq a vlozené separacni napéti U [3]:

1 1\ L4 L, (7)
fefi =|———

tmig,i teof U

Pti napt. UV-VIS detekci, ke které dochazi pfimo na kapilare, je efektivni délka kapilary
obvykle o 5-15 cm kratsi nez jeji celkova délka. Pro detekci mimo kapilaru, napt. u MS
detekce, jsou tyto dvé délky totozné [2]. Elektroforeticka pohyblivost je specifickou
vlastnosti nabitych analytu a jeji experimentaln€ zjisténé hodnoty je mozné vyuzit k Caste¢né
identifikaci analyzovanych latek. Takovou identifikaci vSak nelze povazovat
za jednoznacnou, jelikoz ziskané wvysledky vyznamné zavisi na experimentalnich

podminkach, jako je viskozita (resp. teplota), pH a iontova sila separacniho elektrolytu [3].
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1. 3. Instrumentace kapilarni elektroforézy

Instrumentace komer¢niho pristroje pro kapilarni elektroforézu je pomérmné
jednoducha, standardné obsahuje autosampler s vialkami zasobnich roztokl, separacni

kapilaru chlazenou v termostatu, zdroj vysokého napéti, davkovaci systém a detektor [6].

1.3. 1. Kapilary

Kapilary jsou zpravidla vyrobené ztaveného kiemene ¢i polymeru (napt. PTFE
¢i PEEK). Od materialu kapilar je v idealnim pfipadé vyzadovano, aby byl chemicky inertni,
elektricky nevodivy, pruzny, odolny, levny a transparentni pro UV-VIS zafeni. Primarné
pouzivané, kiemenné kapilary se standardné vyrabé&ji dlouhé 10-100 cm s vnitinim
prumérem 25-100 um a vné&j$im primeérem 350-400 pum. Jejich vnéjsi povrch je pokryt
vrstvou zlutého az hnédého polyimidu, ktery zvySuje odolnost a pruznost kapilary,
a umoznuje tak jeji ohyb bez rizika jejiho zlomeni [1-3].

Vnitini povrch kapilar maze byt rizné modifikovan za Gcelem potlaceni adsorpce
rozpusténych latek na povrch kapilary ¢i determinace sméru a rychlosti EOF. Vyuzivaji se
dva zakladni ptistupy modifikace, a to trvala ¢i dynamicka modifikace. Trvala modifikace
spociva v kovalentnim navazani riznych funk¢nich skupin (napf. amindg, thiolt, oktadecyld,
perfluorovanych alkyla apod.) ¢i polymerizaci s vhodnym polymerem. Pokrytim vnitini
stény kapilary dochazi k jeji deaktivaci, pficemz deaktivace neutralnimi latkami eliminuje
EOF, deaktivace kationtovymi latkami obraci smér EOF a deaktivace amfoternimi latkami
poskytuje reverzibilni EOF v zavislosti na hodnoté pl latky pouzité k deaktivaci a pH puftru.
Permanentni modifikace by méla byt stabilni vici promyvani a hydrodynamickému
proudéni v kapilare. Trvale modifikované kapilary jsou komercné dostupné od vyrobcu
v oblasti CE, avsak kvuli pfidatnym nakladim na pokryvani jejich stény jsou zna¢né drazsi
nez kapilary nemodifikované [1,2].

Dynamické pokryti kapilary se provadi pomoci Cinidel pfitomnych v zadkladnim
elektrolytu. Na rozdil od trvalého pokryti ho lze snadno obmeénit zménou sloZeni
promyvaciho pufru a je v soucasné dob¢ preferovanéjsim pristupem pro modifikaci kapilary.
Rada ¢inidel interaguje se sténou kapilary a méni jeji povrchovy naboj, ¢imz se rtizné
modifikuje EOF a snizuje se adsorpce soluti. Pouzivaji se predevs§im razné povrchoveé
aktivni latky (PAL), polymery ¢i diaminy. V zavislosti na naboji pouzité PAL lze dosdhnout
rychlej§iho, pomalejsiho €1 obraceného EOF. K obraceni sméru EOF se napf. typicky

pouziva kladné nabity cetrimonium bromid (cetyltrimethylamonium bromid, CTAB), ktery
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se naadsorbuje na vnitini povrch kapilary a udéli mu kladny naboj (Obr. 3). Obraceni

standardniho sméru EOF se Casto vyuziva k urychleni separace aniontt [1,2].

SRttt

S

Obr. 3: Eliminace a obraceni EOF pomoci kationtové PAL (napi. CTAB) [2]

P11 pripravé kapilary pted analyzou je tfeba zkontrolovat, ze konce kapilary konci
neposkozenym, rovnym fezem, v opacném piipadé mize dochazet k nerovhomérnému
nadavkovani vzorku a chvostovani piki (Obr. 4). Dale je pred analyzou nutno kapilaru
dikladné promyt (standardné hydroxidem sodnym, vodou a separac¢nim pufrem v tomto
poradi) a pfipravit do dobfe definovaného, reprodukovatelného stavu hydroxylace jejiho

vnitfniho povrchu [2].

Capillary

Sample plug ‘ .

Peak shape

Obr 4.: Vliv poskozeného konce kapilary na zénu vzorku a tvar piku [2]
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1.3.2. Jouleovo teplo, termostatovani

Oba konce kapilary jsou spolu s platinovymi elektrodami ponofeny do vialek
s roztokem elektrolytu, pficemz elektrody ptedstavuji elektricky kontakt mezi zdrojem
vysokého napéti a kapilarou (Obr. 5). Ze zdroje lze sice diky vysokému elektrickému odporu
kapilar aplikovat velmi silna elektricka pole, avSak pruchodem elektrického proudu
separaCnim elektrolytem se generuje nezadouci Jouleovo teplo, které je nutno odvést
pfes sténu kapilary do okolniho prostiedi. Kvili mozného prehfivani kapilary by tedy proud
nemél presahovat 100 pA. Plati ze, ¢im vyssi je pouzité napéti a vodivost (resp. iontova sila)
elektrolytu a ¢im veétsi je vnitini pramér kapilary, tim je generovano vice tepla. Zatimco
absolutni narast teploty obecné nezadouci neni, teplotni gradient jiz je. Nerovnomérné
rozdéleni tepla v kapilafe muze zpusobit rozdily ve viskozité separac¢niho pufru, a tim
deformaci zon analytd. V komer¢nich pfistrojich je odvod Jouleova tepla a udrzovani
konstantni teploty feseno pomoci rychlého proudéni vzduchu ¢i chladici kapaliny okolo
separaCni kapilary [2,3,6]. Systém rovnéz izoluje kapilaru od teplotnich zmén okoli.
Termostatovani pomoci kapaliny je teoreticky uc¢inng&jsi, avsak pro mnozstvi tepla
generované u CE je dostatecné chlazeni proudem vzduchu, jehoz vyhodou je jednoduchost
instrumentace a snadné&j$i manipulace s kapilarou. Regulace teploty kapilary je velmi
dilezita pro reprodukovatelnost méfeni a optimalizaci separace, jelikoz na teploté silné
zavisi viskozita roztoku uvnitt kapilary, elektroosmoticky tok, a tim i migracni Casy analytd

a doba analyzy [2].

Detector

control

Obr. S: Zakladni instrumentace kapilarni elektroforézy [2]
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1.3.3. Davkovani

Pro CE analyzu jsou potieba velmi mala mnozstvi vzorku v jednotkach az desitkach
nanolitri. V praxi se bézné vyuzivaji dva zpasoby davkovani vzorku do kapilary, a to
davkovani elektrokinetické a hydrodynamické. U obou zplsoblli se misto objemu
nadavkovaného vzorku kvantifikuji parametry napéti a ¢as u elektrokinetického davkovani
a tlak a cas u hydrodynamického davkovani [2]. Elektrokinetické davkovani spociva
v pusobeni kratkého davkovaciho napéti v jednotkach kilovoltd a po dobu nékolika sekund.
Béhem tohoto elektrického pulzu se pomoci vzniklého EOF nasaje z nadobky se vzorkem
do vstupniho konce kapilary (inletu) malé mnozstvi vzorku ve formé uzké zony, dlouhé
nékolik milimetrd. Hydrodynamické davkovani probiha v pneumaticky uzaviené nadobce
se vzorkem, kdy se nad hladinu vzorku, ve kterém je ponofen inlet, pfivede stlaceny vzduch
o tlaku desitek milibar po dobu nékolika sekund. Vznikly pfetlak nadavkuje do inletu
nanolitrové mnozstvi vzorku. Pietlaku Ize dosahnout také pasobenim vakua na druhém konci
kapilary (outletu) ¢i mechanickym pozvednutim vstupni nadobky se vzorkem o definovanou
vzdalenost (cca 5-10 cm) vySe nez vystupni nadobka [1-3].

Pii hydrodynamickém zptisobu davkovani je slozeni natlaceného vzorku do kapilary
stejné jako slozeni vzorku v nadobce. Oproti tomu se na elektrokinetickém davkovani podili
také elektroforeticka migrace a vlivem odlisnych elektroforetickych pohyblivosti kationtt
a aniontu dochazi z hlediska nadavkovaného mnozstvi k jejich preferenci €i diskriminaci.
Slozeni elektrokineticky davkovaného vzorku do kapilary se tudiz znacné lisi od slozeni
vzorku v nadobce [1-3].

Pred samotnym nadavkovanim vzorku je obvykle potieba promyt kapilaru
davkovanim separa¢niho pufru po dobu nekolika min, aby doslo ke stabilizaci vnitiniho
povrchu kapilary a EOF. Po nadavkovani vzorku se vstupni konec kapilary ponoii zpatky

do nadobky s pufrem a po vlozeni napéti se zahaji analyza vzorku [1,3].
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1. 4. Detekce

1.4.1. UV-VIS detektor

Diky svému téméf vSestrannému vyuziti je v CE nejpouzivanéjsi analytickou
koncovkou absorpéni fotometricky detektor vyuzivajici UV-VIS oblasti spektra. Tento
detektor je obvykle umistén pfimo na kapilare, v blizkosti jejiho vystupniho konce a méfi
absorbanci roztoku v kapilafe pii prachodu zafeni o urcité vinové délce. Jelikoz vrstva
polyimidu na vné&jSim povrchu kapilary Spatné propousti UV-VIS zéfeni, je potfeba v misté
pruchodu svétla polyimid odstranit, napf. pomoci plamenu, kapky kyseliny sirove,
elektrického oblouku ¢i elektricky vyhfivaného dratu. Vznikne tak nékolik milimetrt dlouhé,
velmi kiehké detekéni okénko nekryté kifemenné kapilary. V tomto misté (¢i nejlépe po celé
délce) se kapilara opatrn€ ocisti od zbytkd zuhelnaténého polyimidu methanolem
¢i isopropylalkoholem [2,3].

Na vysledném zaznamu, tzv. elektroferogramu jsou vynaSeny piky odpovidajici
separovanym, absorbujicim zonam analyti prochazejicim detektorem v prabéhu analyzy
(Obr. 6). Na svislé ose elektroferogramu se vynasi absorbance jakozto odezva detektoru
a osa vodorovna predstavuje migracni Cas, coz je doba od zaCatku analyzy do chvile,
kdy zona piislusného analytu doputuje k detektoru. Poloha piku v elektroferogramu udava
migracni ¢as daného analytu, na zakladé kterého lze vypocitat jeho elektroforetickou
pohyblivost, a nese tedy kvalitativni informaci. Plocha piku pak predstavuje kvantitativni
informaci, jelikoz je imérnd mnozstvi analytu a vztazena na davkovany objem vzorku
do kapilary a udava koncentraci daného analytu ve vzorku. Vzhledem k Castému kolisani
rychlosti EOF se pro lepsi reprodukovatelnost k vyhodnoceni vyuzivaji korigované plochy

pikd, coz jsou plochy pikt délené migracnimi ¢asy danych analytl [3].
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Obr. 6: Piky v elektroferogramu odpovidajici zonam kationtd (1), neutralnich

latek (2) a aniontu (2, 3) [2]

UV-VIS detekci 1ze provést v pfimém ¢i nepfimém modu. Pfima detekce se vyuziva
u analytd, které pii vhodné zvolené vinové délce absorbuji zafeni v mnohem vétsi mife
nez separacni elektrolyt a které jsou ve vysledném elektroferogramu vyobrazeny jako kladné
piky. Neptima detekce je naopak vhodna pro analyty, které nedostateCné absorbuji zarent,
jako jsou napt. malé anorganické ¢i organické ionty. Pro jejich detekci se vyuzivaji separacni
elektrolyty obsahujici silné absorbujicimi ko-ionty s podobnou elektroforetickou
pohyblivosti a nabojem stejné polarity jako analyzované. Neabsorbujici analyty nasledné
v ramci zachovani elektroneutrality tyto ko-iontové chromofory v elektrolytu vytésni,
zpusobi pokles koncentrace ko-iontd, a tim i pokles absorbance, coz se v elektroferogramu

projevi negativnimi piky (Obr. 7) [1,3].

UV light source O

Absorbance

>
>

Time [min]

Obr. 7: Nepiima UV detekce, vytésnéni absorbujicich ko-iontd (aniontd kulatého tvaru)

neabsorbujicimi analyty (anionty trojuhelnikového tvaru) [2]
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1. 4. 2. Fluorescenéni detektor

Kromé vySe popsané UV-VIS detekce se v CE vyuzivaji také dalsi detek¢ni techniky,
které rozsifuji moznosti aplikace a zvysuji selektivitu a citlivost pro urcité analyty [1].
Kupftikladu fluorescen¢ni detektor slouzi k velmi citlivé detekci fluoreskujicich latek, pred
samotnou analyzou vSak obvykle vyzaduje derivatizaci vzorku. Vzhledem k tomu,
ze fluorescence je pomérné vzacny jevem, je vyuzitelnost detekce na zakladé prirozené
fluorescence analyti znaCné omezena. Existuje tedy fada komeréné dostupnych
derivatizaCnich ¢inidel, pomoci kterych lze urcité skupiny latek ucinit fluorescencnimi.
Vétsina téchto derivatizaci je zalozena na kovalentni adici fluoreskujici skupiny
na specifické funkéni skupiny (napf. aminové, hydroxylové, karbonylové, karboxyloveé,
thiolové skupiny apod.) molekul analyti. Nefluoreskujici analyty mohou byt také
detekovany nepfimo podobné jako u absorpéni fotometrické detekce [2].

Citlivost fluorescencni detekce je pfimo Uumérna intenzité emitovaného svétla.
Cim vice dany analyt emituje svétlo, tim vyssi je jeho vysledny pik, a tim vy$si je pomér
signalu k Sumu. Intenzita emitovaného svétla zavisi na intenzité excitacniho zareni. K velmi
citlivé, tzv. laserem indukované fluorescencni (LIF) detekci se pouzivaji lasery, které
poskytuji excitacni zafeni o vysoké intenzité a mohou byt zaostfeny do detekcniho okénka

na kapilare [7].

1.4.3. Vodivostni detektor

K detekci malo absorbujicich analytd v UV/VIS oblasti, jako jsou malé anorganické
ionty, sacharidy €i aminokyseliny, se vyuziva univerzalni vodivostni detektor méfici
elektrickou vodivost roztoku v kapilafe [3]. V praxi se vyuzivaji dva druhy vodivostnich
detektort, a to kontaktni a bezkontaktni. U kontaktniho vodivostniho detektoru se na dveé
elektrody, které jsou v pfimém kontaktu s méfenym roztokem, aplikuje stiidavé napéti.
Roztok v kapilare protéka mezi témito elektrodami a pfi pfitomnosti elektricky vodivého
analytu se snizi elektricky odpor roztoku, ¢imz se zvysi jeho elektricka vodivost [7].

Vyvoj bezkontaktni vodivostni detekce odstranil problémy, které zptsoboval kontakt
elektrod se separacnim elektrolytem [8]. Bezkontaktni detektor vyuziva dvé valcové
elektrody, umisténé zvnéjSku separacni kapilary v definované vzdalenosti od sebe (Obr. 8).
Na prvni z elektrod (excitacni elektrodu) se aplikuje vysokofrekvenéni elektrické pole, které

prochazi i nevodivym materidlem kiemenné kapilary, ¢imz dochazi ke kapacitnimu
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prechodu mezi touto elektrodou a elektrolytem uvniti kapilary. Po prichodu elektrolytu
detekéni mezerou (celou) mezi valcovymi elektrodami dojde k dalSimu kapacitnimu
prechodu mezi elektrolytem a druhou elektrodou (snimaci elektrodou). Na zéaklade tohoto
principu zaznamenava snimaci elektroda pfi pruchodu analyti mezi dvéma elektrodami
zménu odporu (resp. vodivosti) roztoku v separacni kapilare. Tento typ detektoru
se oznaCuje jako kapacitné vazany bezkontaktni detektor (angl. capacitively coupled
contactless conductivity detector, C*D). Vyhodami C*D je jednoducha konstrukce, nizké
potizovaci naklady, absence kontaminace elektrod a moznosti detekce dal§imi detekCnimi
systémy v sérii [2]. Diky své kompaktni velikosti a nizké spotiebé energie (kterou l1ze dobijet

i z baterii) se navic mize C*D pouZivat také v pfenosnych pfistrojich [4].

separacni  excitacni L snimaci
kapilara  elektroda detekeni elektroda
| cela T
— — E—

W

Obr. 8: Konstrukce bezkontaktniho vodivostniho detektoru [2]

Citlivost vodivostni detekce vyznamné zavisi na koncentraci pouzitého separa¢niho
tlumivého roztoku. Je-li signal pozadi (pufru) vys$si nez zmény vodivosti zpisobené
pfitomnosti separovanych analyt, bude citlivost vodivostni detekce nizka a je mozno ji
zvySit ziedénim pufru. Pro dosazeni optimalni citlivosti by mél byt rozdil vodivosti
mezi zénou analytu a pufrem co nejvyssi. Zfedéni se vSak doporucuje provadét pouze
do koncentrace 1 mmol/l, jelikoz pfi niz§i koncentraci jiz nedochazi k dostate¢né pufracni

kapacité tlumivého roztoku [2,06].
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1. 4. 4. Hmotnostni detektor

Pro separaci a naslednou kvantifikaci a identifikaci latek se nabizi spojeni CE
s hmotnostni spektrometrii (angl. mass spectrometry, MS), ktera poskytuje rozsahlé
strukturni informace o analytu [2,6]. Velmi malé objemové priutoky (zhruba 1 pl/min)
ze separacnich kapilar umoziuji napojeni jejich outletd pifimo do iontového zdroje
hmotnostniho spektrometru, kde se kionizaci nejb&€zné&ji vyuziva elektrosprej (angl.
electrospray ionization, ESI). ESI je vhodna pro ionizaci polarnich a nabitych latek, kterymi
se CE vétsinou zabyva [1,2].

Prestoze je interface mezi CE a MS znac¢né slozitou a problematickou zalezitosti, toto
spojeni je dnes jednim z hlavnich trendt v oblasti CE. Pro rozhrani CE-ESI-MS pfisli Smith
a kol. skonceptem tiiosého kapilarniho spreje [9] (Obr. 9), ktery byl nasledné
komercializovan spolecnosti Agilent Technologies. Stfedem tohoto kapilarniho spreje
prochazi separacni kapilara, jejiz konec (cca 0,5 mm) vycCniva ze Spicky spreje. Do prostoru
plasté spreje kolem separacni kapilary proudi pomocna kapalina (vétSinou vodna smés
methanolu, acetonitrilu ¢i isopropanolu s kyselinou octovou, mraven¢i ¢i amoniakem)
a nebulizacni plyn (napf. dusik). Diky fedéni eluatu z CE pomocnou kapalinou je mozné
pouzit koncentrovanéjsi separacni pufry a je dosazeno dostatecné pratokové rychlosti
(typicky 5-10 ul/min) potfebné pro stabilni ESI. V praxi je potieba u tohoto CE-ESI-MS
rozhrani optimalizovat mnoho parametrii, jako je pritok a slozeni pomocné kapaliny,

nebulizacni plyn, napéti elektrospreje, teplota atd. [2,7].

$picka elektrospreje
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Obr. 9: Rozhrani CE-ESI-MS ve formé tiiosého kapilarniho elektrospreje [2]
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U ESI se jako vhodné elektrolytické systémy pro dostacujici separaci latek
a uspokojivou kvalitu ziskanych hmotnostnich spekter pouzivaji se tékavé elektrolyty
s co nejmensi moznou koncentraci (resp. iontovou silou) a minimalnim obsahem netékavych
ionizovanych slozek. Mezi takové elektrolyty se fadi napf. octan ¢i mravenCan amonny
a uhlic¢itan amonny [6]. Komer¢ni pfistroje s ESI jsou nejbéznéji dostupné ve spojeni
s kvadrupdlem ¢i iontovou pasti [ 1]. Kromé& ESI se pro spojeni s CE nabizi také jiné techniky
ionizace, jako je chemickd ionizace za atmosférického tlaku (angl. atmospheric pressure
chemical ionization, APCI) ¢i fotoionizace za atmosférického tlaku (angl. atmospheric
pressure photo ionization, APPI). Tyto techniky jsou vSak v praxi pro CE-MS omezeny
pouze na dostatecné tekavé latky s nizkou molekulovou hmotnosti (mensi nez 1000 Da) [2].
V piipadé potieby komplexnéjsi analyzy se nabizi moznost vyuziti spojeni CE
s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Hmotnostni detektor muize slouzit jako univerzalni
1 selektivni detektor. V rezimu celkového iontového proudu (angl. total ion current, TIC)
snima MS spektra veskerych analytd (iontl) ve stanoveném méficim rozsahu, zatimco
v rezimu selektivniho zaznamu iontu (angl. selected ion monitoring, SIM) je mozné

selektivné detekovat pouze analyty s urcitou molekulovou hmotnosti.
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2.  ANALYZA DECHU

Pocatky analyzy dechu se datuji od doby Hippokrata, jenz se zabyval souvislosti
zapachu dechu s lidskymi chorobami [10]. Dech byl pouzivanym biologickym vzorkem jiz
ve stitedoveéku, avSak jeho diagnosticky potencial byl pln€ odhalen az s rozmachem moderni
chemie. Vroce 1784 A .-L. Lavoisier dokazal, ze lidské télo spotiebovava kyslik a produkuje
oxid uhlicity, a jako jeden z prvnich uskute¢nil analyzu dechu na pfistroji, ktery pouzival
ke studiu dychani [11]. O necelych 100 let pozd¢ji, roku 1874 F. E. Anstie zjistil, ze mohou
byt dechem vyluCovand mald mnozstvi alkoholu [12] a roku 1897 Nebethau dokéazal,
ze diabetici vydechuji aceton [13]. Pti dalSich systematictéjsich studiich vyvinuli kolem roku
1927 E. Bogen [14] aW. D. McNally [15] dechové zkousky na pfitomnost alkoholu, pfi¢emz
prvni zafizeni k tomuto GCelu, pouzivané v praxi pii testovani fidi¢u bylo zkonstruovano
Hargerem v roce 1931 a posléze patentované v roce 1936 [16]. Moderni éru analyzy dechu
zahgjil roku 1971 L. Pauling, kdy objevil vice nez 250 tékavych organickych sloucenin
v dechu zachyceném v chlazené trubici z nerezové oceli [17].

Od té doby pfitahuje oblast analyzy dechu Sirokou pozornost védct i I1ékait. V ramci
velkého mnozstvi publikaci se zkoumalo, zda lze chemické slozeni dechu vyuzit
k diagnostice a monitorovani dychacich onemocnéni. Doposud bylo schvéleno jen nekolik
diagnostickych metod zalozenych na chemické analyze dechu [18]. V soucasné dobé
se analyza dechu dé¢li na dvé hlavni oblasti vyzkumu. Prvni z nich se zabyva detekci
tékavych organickych latek pomoci spektrometrie iontové pohyblivosti [19,20], hmotnostni
spektrometrie v proudové trubici s vybranymi ionty [21,22] ¢i spojeni plynové
chromatografie s (tandemovou) hmotnostni spektrometrii [23,24]. Druha oblast vyzkumu
se zabyva dechem v kapalné fazi — jeho kondenzatem, ktery obsahuje predevsim netékavé
latky a tekavé latky rozpustné ve vode [25]. Nasledujici kapitoly této prace se budou tykat

zejména druhé jmenované oblasti vyzkumu zabyvajici se analyzou kondenzatu dechu.
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2. 1. Analyza kondenzatu dechu

Kondenzat vydechovaného dechu (angl. exhaled breath condensate, EBC) je
biologicky vzorek, ktery lze ziskat odbérem vydechovaného vzduchu, jeho ochlazenim
a vyslednou kondenzaci. Jako jedna z lidskych télnich tekutin byl EBC popsan roku 1980
Sidorenkem a kol. [26] a od té doby je intenzivné studovan zejména v oblasti respiracni
mediciny. Povrch dychacich cest je pokryt tenkou vrstvou tekutiny (angl. airway lining fluid,
ALF), ze které se do dechu ve formé¢ aerosolovych ¢astic maze uvolnit fada netékavych latek
[25]. Spolu s vodou a oxidem uhlic¢itym byly v EBC nalezeny tyto latky odrazejici slozeni
ALF o raznych koncentracich. Jedna se o malé anorganické ionty, organické molekuly,
aminokyseliny, peptidy, proteiny, lipidy, povrchové aktivni latky a makromolekuly. Kromé
netékavych latek miaze EBC obsahovat také ve vode rozpustné te€kavé latky, jako je amoniak,
peroxid vodiku ¢i ethanol. Matrice EBC je velmi jednoducha a vzorek EBC je vhodny
pro pifimou analyzu pomoci CE [27-29]. AvSak protoze je z hlediska procentualniho slozeni
7 99,9 % tvoren vodou, ostatni latky, které jsou v ném obsazené, jsou velmi zfedéné. Z toho
divodu maze byt v nékterych ptipadech potieba prekoncentrace vzorku [25].

Mezi nevyhody EBC se tudiz fadi nizka koncentrace analytti a nekontrolovatelné
fedéni aerosolovych cCastic. Kvili neznamé, proménlivé mife ziedéni je analyza EBC
v souCasné chvili uziteCna spiSe z hlediska kvalitativni informace a relativniho meéfeni
obsahu analytt nezli pro jejich kvantitativni vyhodnoceni. Dalsim problémem analyzy EBC
je absence standardizovanych postupt (jak pro odbér EBC, tak i jeho naslednou analyzu)
a referenCnich hodnot pro interpretaci ziskanych dat. Obsah nalezenych analyti v EBC
se zpravidla vztahuje na objem odebraného EBC (tj. pg/ml, pmol/l apod.), avSak ten je
vyznamné ovlivnén zpuasobem odbéru, typem odbérného zafizeni a jeho ucinnosti
a samotnym procesem dychani [25]. Se zamérem standardizace intepretace dat a zvySeni
jejich reprodukovatelnosti pfisli Reinhold a kol. [30,31] a Rosias [32] snavrhem,
ze vysledné koncentrace analyti by se meély vyjadiovat v zavislosti na mnozstvi
vydechovaného vzduchu pii odbéru EBC. Bez standardizace postupt a validace pouzitych
analytickych technik rovnéz neni mozné porovnavat vysledky zriznych laboratofi.
Kwvili vyse uvedenym divodim nelze v soucasné dobé EBC povazovat jako zcela spolehlivy
biologicky vzorek a analyza EBC je omezena pouze na vyzkumné tcely. Ptes vSechna tato
uskali je vSak EBC stile velice atraktivnim biologickym vzorkem pifedev§im diky
neinvazivnosti jeho odbéru a obsahu biomarkert, které mohou odrazet rizné fyziologické

a patologické stavy plic [33].
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2.2. Odbér EBC

2.2.1. Komerc¢ni odbérna zarizeni

Odbér kondenzatu dechu spociva ve vydechovani vzduchu do specialné navrzeného
zafizeni. K tomuto ucelu dnes existuji komercni pfistroje jako je napt. EcoScreen,
EcoScreen2, Turbodeccs ¢i RTube. EcoScreen a jeho novéjsi typ EcoScreen2 jsou stolni
zafizeni skladajici se zjednocestného trubicového systému, sbéracem slin za naustkem,
elektricky chlazené komory z hliniku a jednorazovym sbérnym kelimkem/sackem. Pfistroj
také obsahuje vestavény spirometr, ktery méti objem vydechovaného dechu v zavislosti
na Case, a standardizuje tak samotny odbér. Ecoscreen zafizeni nejsou pienosnd, vazi
priblizné 20 kg, vyzaduji elektrické piipojeni a pouzivaji se predevsim ve vyzkumnych
laboratofich. Turbodeccs je odbérné zatizeni slozené z jednocestného ventilu a jednorazoveé
sbémé cely vlozené do elektricky chladiciho systému. Vazi zhruba 5 kg a také vyzaduje
elektrické pfipojeni. U zafizeni EcoScreen a Turbodeccs je prostifednictvim elektronického
ovladani volné nastavitelnd teplota sbémé nadobky. Nejjednodussi komercné dostupny
RTube (Respiratory Research, Inc, Charlottesville, USA) se sklada z jednocestného ventilu,
sbérace slin, sbérné zkumavky, chladiciho hlinikové manzety, kterd se pied odb&rem
skladuje v mrazéku ¢i lednici. Na rozdil od pfedeSlych dvou zafizeni je RTube zcela
pfenosny a muze ho pouzivat i nevyskoleny personal. Jeho zna¢nou nevyhodou je vsak

mozné zvySovani jeho teploty pii Casove delSich odbérech, ¢imz klesa ti¢innost odbéru [25].

2.2.2. Laboratorni odbérna zarizeni

Jelikoz je odbér EBC pomérné snadno proveditelny a bezpecny, jsou casto
v laboratofich k tomuto ucelu konstruovana vlastni zafizeni za pouziti riznych chladicich
technik, materiala a tvari. NejdileZzité)si Casti zafizeni je sbérna nadobka (resp. zkumavka,
trubice apod.), na jejiz vnitini stén€¢ dech kondenzuje a na jejiz ploSe a teploté zavisi
mnozstvi ziskaného EBC. Pfi konstrukci téchto zafizeni hraji vyznamnou roli aspekty,
jako jsou reprodukovatelnost a rychlost odbéru ¢i prenosnost zafizeni. Po domacku vyrabéna
zafizeni jsou oproti komer¢nim pfistrojim finan¢né vyrazné dostupnéjsi, avSak jejich
sestrojeni muze byt Casove narocné [25,33].

Gregusovi a kol. se podafilo za pomoci plastového brcka, 2 ml injekéni stiikacky
a dutého valce z hliniku uskutecnit rychly odbér EBC do 1 min (Obr. 10). Stiikacka byla

vlozena do predem vychlazeného hlinikového valce (v mrazaku pii -15 °C). Dech byl
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vydechovan brékem dovnitf stiikacky, jejiz koncova Spicka byla obalena parafilmem
proti uniku vzorku. V prabéhu odbéru byl valec navic obalen izolacni manzetou pro udrzeni
jeho nizké teploty po delsi dobu. Pro reprodukovatelnost odbéru Gregus a kol. pouzili také
specificky postup nadechovani a vydechovani dle Almstranda a kol. [34], ktery se skladal
ze tii krokt: aplny vydech do vyprazdnéni plic, rychly nadech po dobu 1-2 s a opét uplny
vydech, tentokrat jiz do sampleru po dobu 8-10 s. Opakovanim tohoto postupu dychani 3krat
stacilo na shromazdeéni primérné 70 pl EBC. Zkondenzovany dech byl ze stén injekéni
stiikacky pistem setfen a vytlaten do vialky pro naslednou analyzu. V ptipadé pozdéjsi

analyzy byly vzorky skladovany pii -20 °C [4].

exhaled air in

exhaled air out
polypropylene
straw

hollow
aluminum
cylinder —>|..°

forming of
EBC

2ml

polypropylene
syringe T |

respiratory /:\_"‘
droplets
P EBC-7

septum

Obr. 10: Konstrukce EBC sampleru Greguse a kol. [4]

Kubariovi a kol. své vlastni odbémé zafizeni (Obr. 11) sestavili z 50 ml
polypropylenové nadobky, do jejihoz dna byl vyvrtan otvor s5 mm primérem tak,
aby ze shora do tohoto otvoru mohla byt zatlacena 5 ml propylenova Spicka pipety. Dolni
Cast Spicky byla utésnéna septem a horni ¢ast pokryta parafilmem, aby se zabranilo mozné
kontaminaci. Nadobka pak byla naplnéna deionizovanou (DI) vodou a ve svislé poloze
umisténa po dobu nékolika hodin do mrazaku pii -20 °C. Po vyjmuti z mrazaku byl dech
vydechovan pies plastového br¢ko dovnitt Spicky chlazené vzniklym ledem, ¢imz doslo
ke kondenzaci dechu a jeho nahromadéni na dné §picky. Pomoci takto sestaveného zatizeni

se Kubariovi a kol. podatilo odebrat 100-200 ul EBC za dobu 1-2 min [27].
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Obr. 11: Konstrukce EBC sampleru Kuban¢ a kol. [27]

2.2.3. Metodologické aspekty odbéru EBC

Vsechna vySe popsana zafizeni maji otevieny konec, kterym vydechovany dech
proudi volné ven do okolniho prostfedi bez recirkulace v odbérném systému. Tzn. Ze znacna
¢ast vydechovaného dechu v zavislosti na délce chladici trubice, teploté¢ kondenzace
a rychlosti dechu opousti odbérné zafizeni a nezkondenzuje se, ¢imz se ucinnost odbéru
pohybuje okolo 50-70 %. Proto Rosias a kol. vyvinuli odbérné zafizeni s termostatovanym
vakem pro zachyceni nezkondenzovaného dechu, ktery mize nasledné¢ opakované
cirkulovat chladici trubici. Takové zafizeni ma jiz téméf 100% ucinnost a je uziteCné
pti potiebé velkych objemti EBC ¢i pii odbéru EBC od pacientd, ktefi nedokazou vytrvale
dychat po dlouhou dobu (napft. déti ¢i pacienti se zavaznou CHOPN) [25].

Experimentalni podminky, za kterych by mélo dochazet k odbéru a naslednému
skladovani, se mohou lisit v zavislosti na biomarkerech, které se planuji dale analyzovat.
Pro ucely standardizace odbéru a slozeni EBC by méla byt dale v budoucnu vénovana
pozornost aspektim, jako je konstrukce odbérného zafizeni, teplota a material sbérné
nadobky, proudéni vzduchu, proces dychani (dechovy objem, frekvence dychani atd.), doba

trvani odbéru, fedéni vzorku, mozna kontaminace, zptisob skladovani apod. [33].
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2.2.4. Skladovani vzorku EBC

Vzorky EBC se obecné doporucuje analyzovat co nejdiive po jejich odbéru. Neni-li
to mozné, mely byt vzorky ihned po odbéru zmrazeny pii teploté alesponi -20 °C a nizsi
(nejlépe pti teplotach -70 °C ¢i -80 °C). AvSak ani skladovani pfi téchto velmi nizkych
teplotach nezarucuje stabilitu nékterych analyti. Opakované rozmrazovani a zmrazovani
vzorkti mize zpusobit ztraty nékterych nestabilnich latek. Z vySe uvedenych duvodu by se
v idealnim ptipadé melo k odbéru EBC pouzivat prenosné zatizeni, které by bezprostfedné

po odbéru na stejném misté EBC 1 zanalyzovalo [25].

2.3. Biomarkery dychacich onemocnéni v EBC

EBC obsahuje Sirokou Skalu latek, které se v fadé provedenych studii projevily
jako klinicky relevantni. Souviseji s oxida¢nim stresem a s akutnim ¢i chronickym zanétem,
ktery se objevuje u mnoha onemocnéni dychacich cest [35]. Jednim z nich je oxid dusnaty
(NO), ktery je enzymaticky produkovan v dychacich cestach lidského organismu [36]
a ktery je v soucCasnosti nejstudovanéj§im plynem ve vydechovaném dechu. Pfi zanétu
dochazi skrze indukci syntaz NO ke zvySené koncentraci NO, diky ¢emuz se pouziva
jako marker oxida¢niho stresu. Od NO jsou odvozené dal§i markery oxida¢niho stresu, které
jsou produkty jeho pfemeény a které se nachazeji v EBC, a to predevsim dusitany, dusi¢nany
a ruzné nitrosylované slouceniny. Tyto biomarkery se nasledné uvoliuji do ALF, a tim
i do EBC a indikuji rozsah zanétu, jenz hraje dilezitou roli v patofyziologii nékterych
dychacich onemocnéni. Jedna se napt. o astma [37], chronickou obstruk¢ni plicni nemoc
(CHOPN) ¢i cystickou fibrozu (CF), u kterych dochazi k opakovanému chronickému zanétu
dychacich cest a u kterych 1ze najit zvySené koncentrace markert oxidacniho stresu [38-41].
Meéteni vydechovaného NO je dnes standardizovanou a S§iroce pouzivanou metodou
pro hodnoceni zanétu dychacich cest v diagnostice astmatu [37,42]. Klinické vyuziti métent
NO je vSak v soucasnosti omezené pouze na pacienty s astmatem, jelikoz jeho role u jinych
respiraCnich onemocnéni zatim neni zcela znama [43].

Mezi dal$i markery oxidacniho stresu se fadi metabolity kyseliny arachidonové, a to
predevsim isoprostany, leukotrieny a prostanoidy. 8-isoprostan (8-IP) je povazovan za jeden
z nejspolehlivejsich markert peroxidace lipidd, a tudiz oxidacniho stresu in vivo [44].
Predpoklada se, Ze se isoprostany podileji na riznych patologickych stavech plic, a proto je

jejich monitorovani povazovano za klinicky vyznamné [25]. Koncentrace 8-IP v EBC
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zdravych jedinct se pohybuje v fadech ng/l, avsak vlivem oxidacniho stresu mohou byt tyto
koncentrace mnohonasobné zvySeny [45]. Leukotrieny se uvoliuji (¢asto po kontaktu
organismu s alergenem) ze zanétlivych bunék dychacich cest, stahuji jejich hladké svalstvo
a zvySuji produkci hlenu. Tyto pfiznaky jsou relevantni zejména u patofyziologie astmatu
[46] a jinych zanétlivych stava plic [47,48]. Leukotrieny byly v EBC detekovany, avSak
u zdravych jedinci ve velmi nizkych koncentracich. Problémem pfi jejich stanoveni je nizka
citlivost pouzitych metod a relativné vysoka variabilita dat. Prostanoidy se podili
v zavislosti na charakteru zanétlivého podnétu. Vyznam pfitomnosti prostanoidd v EBC
doposud neni dobfe znam, ackoliv nékteré druhy prostanoidi jsou bronchokonstriktory
a byly detekovany v EBC ve zvySenych koncentracich [25].

Na zanétlivé a protizanétlivé lze v zavislosti na jejich roli délit také cytokiny,
coz jsou malé proteiny pouzivané k mezibunécné komunikaci. Jsou vyznamné u akutnich
a chronickych zanéta dychacich cest, kdy je oxida¢nim stresem indukovana jejich zvy$ena
produkce. Dalsim moznym biomarkerem je glutathion (GSH), endogenni antioxidant, ktery
zabranuje poSkozeni bunék dychacich cest reaktivnimi formami kysliku a radikaly. Pti tomto
procesu se GSH oxiduje na glutathion disulfid (GSSG). Zmény v redoxni rovnovaze GSH
(j. snizena koncentrace GSH a zvysena koncentrace GSSG) mohou indikovat pfitomnost
zanétu. Spolu s pokrokem v proteomice byl zaznamenan také vyznamny pokrok
ve screeningu proteinu jakozto potencialnich markert zanétu plic. Studium proteinovych
profild v EBC zdravych a nemocnych subjektt trpicich onemocnénimi dychacich cest se jevi
jako kli¢ovy krok pro odhaleni mozného diagnostického potencialu. Tento tzv. proteomicky
fingerprinting by mohl byt realizovan pouzitim vysoce u€inné separacni techniky, jako je
napt. CE v kombinaci s MS [25].

Zvysené koncentrace vétSiny zvySe uvedenych biomarkeri byly zpozorovany
pii fadé studii EBC u subjektt trpicich astmatem, CHOPN a/nebo CF. AvSak zadny
z biomarkert v EBC nebyl doposud schvalen pro diagnostiku chorob a jedna se v soucasné
dobé pouze o potencialné klinicky relevantni slouc¢eniny. K potvrzeni jejich mozného vyuziti

v diagnostice jsou zapotiebi dal§i rozsahlé studie [25].
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2.4. Analyza EBC pomoci CE

V prvni praci, ve které byla kapilarni elektromigracni metoda pouzita pro analyzu
EBC, Fumagalli a kol. porovnal vzorky EBC zdravych kontrolnich subjekti a subjekta
trpicich rozedmou plic souvisejici s deficitem enzymu al-trypsin. Analyza byla provedena
metodou micelarni elektrokinetické kapilarni chromatogratie s UV-VIS detekci pti 214 nm.
Separace byla realizovana v kifemenné kapilaie o celkové délce 57 cm, efektivni délce
50 cm a vnitfnim priméru 50 pm a zakladnim elektrolytu 20 mM tetraboritanu sodného
s 60 mM dodecylsiranem sodnym o pH = 6. Vysledky proteomické analyzy odhalily
vyznamné rozdily mezi zdravymi a nemocnymi subjekty [49].

V ¢lanku Kubané a kol. bylo pomoci CE-C*D analyzovano EBC z hlediska
iontového slozeni [27]. Pro soucasnou analyzu kationtd a anionti byla pouzita kiemenna
kapilara o celkové délce 35 cm a vnitinim prameéru 50 pm a zakladni elektrolyt o pH = 6,
slozeny z 20 mM kyseliny 2-(N-morfolino)ethansulfonové (MES), 20 mM L-histidinu (HIS),
30 uM CTABu a 2 mM dibenzo[18]crown-6 etheru. Byly méfeny koncentracni rozsahy
a prumeérné koncentrace vybranych kationtti a aniontii. Analyza neodhalila Zadnou spojitost
iontového slozeni EBC s vékem, pohlavim ¢i kurackymi navyky subjektt. U lidi trpicich
akutnim zanétem hornich cest dychacich ¢i mirnou CHOPN byly zaznamenany zvySené
koncentrace dusitant a v piipadé CHOPN také zvySené koncentrace dusi¢nand, sirant,
chloridi, drasliku a laktatu. Ve studii Greguse a kol. byly za pouziti stejného CE- C*D
piistupu zjistény statisticky vyznamné rozdily v koncentracich né€kolika aniontd (dusi¢nant,
dusitant, acetatu a laktatu) mezi zdravymi subjekty a pacienty s astmatem, CHOPN, CF
a plicni fibrézou [4].

CE pro kvantifikact GSH v EBC poprvé pouzila Hodakova a kol., a to ve spojent
s citlivym LIF detektorem [50]. Konjugat GSH s fluorescen¢nim barvivem byl separovan
v pufru 15 mM 2-(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin-1-yl)ethansulfonové kyseliny o pH = 7
a detekovan s vyuzitim laseru s excitanim zafenim pii 515 nm. Metoda se prokazala
jako dostatecné citliva pro stanoveni GSH ve vzorku EB ve velmi nizké koncentraci
v jednotkach nM. Spojenim ostatnich detekénich systémi s CE, jako je CE-UV a CE-MS,
neni v této oblasti doposud vénovana velka pozornost, ¢emuz nasvédcuje absence védeckych
publikaci na téma analyzy EBC pomoci téchto metod. V kombinaci s MS detekci je
pro analyzu biomarkerti oxidacniho stresu a zanétu dychacich cest v EBC namisto CE

upfednostnéno tradicni spojeni LC-MS [51].
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2.5. Perspektiva analyzy EBC pomoci CE v diagnostice chorob

Nejatraktivnéjsim aspektem EBC je moznost jeho opakovaného, rychlého
a neinvazivniho odbéru oproti jinym dnes bézné pouzivanym metodam k ziskani vzorku
ALF, jako je bronchoalveolarni lavaz [52], bronchoskopie a bronchialni biopsie [53]
¢i indukce sputa [54]. Odbér EBC se jevi jako vhodna alternativa k témto metodam, které
jsou do jisté miry invazivni, nelze je pravidelné opakovat a mohou uméle vyvolat zanét plic.
Analyza EBC se nabizi jako jednoduchy zplsob screeningovani, tj. rozpoznani
a monitorovani zanétlivych respiracnich onemocnéni, ktery muze poskytnout vhled
do patofyziologie téchto nemoci. Dale muze poskytnout cenné komplementarni informace
k dnes jiz vyuzivanym diagnostickym metodam, jako je spirometrie, rentgenové vySetfeni
¢i pocitacova tomografie [25]. Analyza EBC muze byt potencialné vyuzita pro monitorovani
ucinkd 1éka, studium jejich mechanismii a hodnoceni odezvy organismu na urcitou
farmakologickou terapii. Rizné biomarkery mohou odrazet specifické aspekty zanétu
a identifikace selektivnich profil biomarkerti u riznych onemocnéni muze byt uziteCna
pro diferencialni diagnostiku [43]. Analyza EBC se vSak stale vyviji, validuje a hodnoti
a doposud nebyly ulinény zadné konecné zavéry o jejim vyuziti pro diagnostiku
¢i klasifikaci respiraCnich onemocnéni. Cestou k uplatnéni v klinické praxi je potieba
za spoluprace l1ékart, klinickych vyzkumnikt a analytickych chemikl vyftesit jesté mnoho
metodologickych probléma, které byly zminény v predeslych kapitolach.

Pro analyzu EBC pro diagnostiku chorob pomoci CE lze vyuzit jeji vysokou rychlost
a ucinnost separace. Z hlediska potfebného mnozstvi vzorku pro analyzu je CE ideélni
v piipadé vzorku biologickych, které byvaji k dispozici v omezeném mnozstvi. V ramci
diagnostiky chorob nelze ptehlédnout dalsi vyznamnou vyhodu CE, a to jeji prenositelnost
oproti konkurencni vysokoucinné kapalinové chromatografii. Spojeni jednoduchého
odbérného zatizeni EBC s rychlou CE analyzou a miniaturizovanym detektorem (napf. C*D)
predstavuje velmi atraktivni pfilezitost pro konstrukci prenosného diagnostického pfistroje,
ktery by mohl byt pouzit pfimo na misté potieby. Takovy elektroforeticky pfistroj
s bezkontaktni vodivostni detekci pro analyzu malych objemu biologickych tekutin vCetné
EBC byl zkonstruovan GreguSem a kol [55]. Jeho vyuzitelnost v praxi byla prokazana

na analyze vzorku EBC odebraného prostrednictvim on-line spojeného odbérného zaftizeni.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Odbér EBC

Pred pokusem o sestrojeni vlastniho odbérného zafizeni byla zprvu provedena
reSerSe o ruznych feSenich odbéru EBC a konstrukcich odbérnych zafizeni ve védeckych

publikacich.

3. 1. 1. Prvotni navrh odbérného zarizeni

Prvotnim zdmérem bylo zkonstruovat odbémé zatizeni ze sklenéné trubicky, ktera
byla nahfata v plamenu a ohnuta do specifického tvaru (Obr. 12). Takto vytvarované
sklenéné trubicky byly pfes noc namocCeny do methanolu, vysuseny proudem dusiku
a nasledné uschovany v lednici pfi teploté cca 5 °C po dobu ne€kolika hodin. Do vychlazené
sklenéné trubicky byl nasledné vydechovan dech a diky nizké teploté dech zkondenzoval
na jejich st€nach (Obr. 13). Kondenzat v§ak vlivem povrchového napéti ulpival na sténach
trubicky a z divodu nedostate¢ného nashromazdéného mnozstvi se ho nepodafrilo pomoci
gravitace ani proudéni vzduchu ztrubicky ziskat. Bylo proto zapotiebi vyzkouset jiny

koncept odbérného zaftizeni.

nezkondenzovany
dech
ven

e ——

vydech
dovnitf

Obr. 12: Prvotni navrh odbérného zatizeni EBC ve formé sklenéné trubicky
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Obr. 13: Zkondenzovany dech ve sklenéné trubicce

3.1.2. Provedeni odbéru EBC

Konstrukce dal§iho odbérného zafizeni byla inspirovana odbérnym zafizenim
Greguse a kol. [4], které bylo popsano dfive v této praci. Podobné zafizeni bylo sestaveno
z kovového dutého wvalce (konkrétné oboustranného Sestihranného klice urceného
pro (de)montaz pfistroje kapilarni elektroforézy; delsi strana 14 cm, kratsi strana 4,5 cm,
vnitini pramér 1,5 cm), plastové 3 ml injekcni stfikacky Omnifix (B. Braun) a plastového
brcka o délce 21 cm a vnitinim praméru 5 mm (Wimex) (Obr. 14). Kovovy valec a stiikacky
byly pted odbérem uschovavany v mrazaku pfi teploté cca -15 °C. Ze strikacky byl vytazen
pist a jeji Spicka byla obalena parafilmem proti uniku vzorku. Do vychlazeného vélce pak
byla vlozena stfikacka, dovnitf stfikacky byl dech vydechovan pomoci plastového brcka

a na sténach stiikacky doslo ke kondenzaci dechu a vzniku EBC (Obr. 15-17).
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Svuj vzorek EBC pro ucely této diplomové prace poskytlo 8 zdravych dobrovolnika
ve véku 20-70 let, ¢tyfi zeny a ¢tyii muzi, nekuraci. Tito dobrovolnici se méli opakované
hluboce nadechnout a vydechnout do br¢ka po co nejdelsi dobu az do chvile, kdy byla teplota
chladiciho valce jiz piili§ vysoka na to, aby se dech dale kondenzoval. Timto zptisobem
se podafilo odebrat vzorky EBC o objemu pramérné 0,15 ml, ktery byl zcela dostatecny
pro naslednou opakovanou CE analyzu. Z konce stfikacky byl odstranén parafilm a veskery
zkondenzovany dech byl opatrn€ pomoci pistu setfen ze stén stfikacky do mikrozkumavky
typu Eppendorf stésnicim uzavérem (Obr. 18-19). Veskeré ukony od vyjmuti valce
z mrazaku az po uspeésné odebrani EBC byly provedeny v co nejkratsim Case tak, aby bylo
minimalizovéano zvySeni teploty chladiciho valce vlivem okolniho prostiedi. Zafizeni je sice
zcela prenositelné, pro maximalni G€innost odbéru je vSak potieba odbér dechu uskutecnit
v blizkosti mrazaku, ve kterém je chladici valec pfedem chlazen. Poptipade by bylo mozné
tuto Cast zafizeni pfenést na jiné misto za pomoci chladiciho média. Jednotlivé zkumavky
se vzorky EBC byly oznaCeny a bezprostfedné po odbéru az do analyzy uskladnény

v mrazaku pfi teploté cca -15 °C. Cely proces odbéru EBC trval pouze né€kolik minut.
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Obr. 14: Komponenty odbérného zafizeni: kovovy valec, plastova stfikacka

obalena parafilmem a plastové brc¢ko
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Obr. 15: Grafické znazornéni odbérného zafizeni EBC
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Obr. 16: Fotodokumentace odl;éru dechu
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Obr. 18: Presun vzorku EBC do mikrozkumavky



Obr. 19: Odebrany vzorek EBC v mikrozkumavce

3. 2. Parametry elektroforetickych experimenti

Elektroforetické separace byly provedeny na pristroji kapilarni elektroforézy
Capillary Electrophoresis 7100 (Agilent Technologies). Pro separaci byla pouzita kiemenna
kapilara (Polymicro Technologies) s vnitinim primérem 50 um, celkovou délkou 33,5 cm
a efektivni délkou 25 cm. Ze zdroje vysokého napéti bylo na kapilaru aplikovano separacni
napéti £10-20 kV. Kapilara byla vzdy pfed prvnim pouzitim promyta 0,1 M NaOH po dobu
10 min, DI vodou po dobu 10 min a separacnim elektrolytem po dobu 10 min.
Mezi jednotlivymi méfenimi byla kapilara promyvana 0,1 M NaOH po dobu 2 min (u CE-
MS po dobu 5 s), DI vodou po dobu 2 min a separacnim elektrolytem po dobu
2-3 min. Na konci méfeni byly kapilara promyta DI vodou po dobu 10 min. Vzorky EBC
byly do kapilary davkovany hydrodynamicky tlakem o 50-100 mbar po dobu 10 s. VSechny
experimenty byly provedeny pfi laboratorni teploté 25 °C.

Pro naslednou analyzu byly pouzity dva detek¢ni systémy. Jako prvni byla
pro experimenty pouzita UV detekce pii 210 nm. Druhym detekénim systémem byl
hmotnostni spektrometr Triple Quad LC/MS 6460 (Agilent Technologies) s ESI a trojitym
kvadrupdlovym analyzatorem. Jako pomocna kapalina byl vyuzit roztok methanolu a vody,
1:1 (v/v), ktery byl do elektrospreje pfivadén vysokotlakym cerpadlem Infinity 1260

(Agilent Technologies) o prutoku 1 ml/min a délen déli¢em toku v poméru 1:100. Podminky
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analyzy hmotnostnim spektrometrem byly predbé&zné optimalizovany (k dosazeni stabilniho
elektrospreje) a nastaveny na nasledujici hodnoty: napéti na elektrospreji +4,0 kV
(dle polarity analyzovanych latek), teplota zmlzovaciho plynu 300 °C, prutok zmlzovaciho
plynu 5 I/min, tlak zmlZzovaciho plynu 15 psi, napéti na fragmentoru 135 V, priitok pomocné
kapaliny 1,0 pl/min. Méfeni probihalo ve skenovacim modu, kdy byla sbirana spektra

od m/z 100 po m/z 500.

3. 3. Chemikalie

K pripravé roztoku byly pouzity chemikalie v Cistoté p.a., pro CE-MS méfeni byla
navic pouzita voda v ¢istot€é LC-MS (Sigma-Aldrich).

3.3. 1. Zakladni elektrolyty a standardy

Pro analyzu ionti pomoci CE-UV byl pouzit pufr 20 mM MES/HIS o pH = 6
s ptidavkem 2 mM dibenzo[ 18]crown-6 etheru a 30 uM CTAB. Byly pfipraveny standardy
kationtd Na*, K™ a NH4" jako 0,1 M roztoky NaCl, NH4+Cl a KCI a standardy aniontd CI-
a NOs™ jako 0,1 M roztoky NaCl a NaNOs. Tyto standardni roztoky byly dale fedény
pro vlastni analyzu. Pro méfeni CE-MS byla pouzita jako zakladni elektrolyt 50 mM
HCOOH o pH=2,5a 50 mM CH3;COOH/NH3 o pH =9,2.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. CE-UV analyza
4.1.1. Analyza standardi iontu

Nejprve byla metodou CE-UV byla proméfena smés standardt kationtd Na*, K*
a NH4". Cilem analyzy, ktera probéhla za pouziti kladného napéti a pufru 10 mM MES/HIS
pii pH = 6, byla kvalitativni analyza kationtl. Na elektroferogramu (Obr. 19) z prvniho
pokusu o separaci Ize vidét eluci vSech tii kationtl v jednom piku, coz mohlo byt zapfic¢inéno
jejich prili§ vysokou koncentraci. Po ziedéni kationtd se podafilo oddélit Na* ionty
od ostatnich, coz je pro pilotni charakterizaci EBC dilezity faktor. (Obr. 20). Dale byla
provedena analyza smési aniontd Cl” a NOs™ v pufru 10 mM MES/HIS pii pH = 6
s pfidavkem 10 mM CTAB za pouziti negativniho napéti. CTAB byl pouzit pro obraceni
sméru EOF a umoznéni rychlej§i analyzy aniontd. Ve vysledném elektroferogramu lze

zpozorovat, ze doslo separaci standardt aniontl na dva samostatné piky (Obr. 21).

/\'\
N~ >
P
Na*, K*, NHy*
B
)]
B
)
B EOF
41 T | T ! T T T T ’ T ! | ! | i ' T | T T !
® [¢:] 1 r U B B n

Obr. 19: Elektroferogram analyzy 0,01 M standardt kationtd Na*, K* a NH4*
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Obr. 21: Elektroferogram analyzy 0,001 M standardti aniontti Cl- a NOs-
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4.1.2. Analyza vzorku EBC

V dalSim bodé této studie byla provedena analyza vzorki EBC. Jako elektrolyt byl
pouzit pufr 20 mM MES/HIS o pH = 6 s pifidavkem 2 mM dibenzo[18]crown-6 etheru
a 30 uM CTAB, ktery byl navrzen pro podobné analyzy skupinou doc. Kubané z Brna.
Oddélena analyza aniontd a kationtd ve vzorcich EBC byla uskutecnéna pouze za zmény
polarity separacniho napéti. Pii analyze kationtd za pozitivniho napéti byly ve vyslednych
elektroferogramech vsech vzorkii EBC zaznamenany dva piky (Obr. 22) a pfi analyze
aniontd za negativniho napéti tfi piky (Obr. 23). Dle provedenych studii iontového obsahu
EBC pomoci CE-C*D [4,27,56] by zaznamenané dva piky kationtG mohly potencialné
predstavovat dvé skupiny spolu eluujicich kationtd, a to o NHs" a K™ eluyjici v piku K1
a Ca?*, Na" a piip. i Mg?" eluujici v piku K2. Tii piky aniont pfedstavuji pravdépodobné
Cl" vpiku Al, NOs vpiku A2 a vposlednim piku A3 by mohly spolecné eluovat
anionty organickych kyselin, jako je acetat, laktat, propionat a butyrat, a dale také fosfat.
Cilem této prace nicmén¢ nebylo zjistit presné slozeni EBC, ale pouze prokazat, ze je mozné

v podminkéach laboratofe provést analyzu EBC pomoci vyvinutého zafizeni pro odbér

vzorku.
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Obr. 22: Ukazka elektroferogramu z analyzy kationtli ve vzorku EBC 1
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Obr. 23: Ukazka elektroferogramu z analyzy anionti ve vzorku EBC 1

Dale byly provedeny analyzy vzorki EBC ziskané od dobrovolnika. Byly
porovnavany plochy jednotlivych piki. Migracni Casy pika se liSily zanedbatelné, takze
nebylo nutné provést korekci plochy piku na migracni ¢as. Vysledky jsou uvedeny nize

v Tab. I, II.

Tab. I: Plochy piki kationtli

Vzorek Plocha piku K1 Plocha piku K2
prumeér SD promar D
1 73,45 7,7 109,30 32,2
2 59,30 7,9 93,25 93
3 5,65 0,4 95,65 8.1
4 23,25 0,4 68,80 133
5 16,30 0,3 212,75 20,6
6 9,30 1,6 119,75 27.1
7 14,85 1,5 150,25 8.8
8 10,20 0,6 133,70 6.4
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Tab. IT: Plochy pikt aniontd

Plocha piku A1 Plocha piku A2 Plocha piku A3
Vzorek

prumeér SD prumeér SD prumeér SD
1 2,20 0,0 5,05 1,2 38,35 3,3
2 3,20 0,3 4,60 0,1 52,15 21,6
3 5,35 1,6 2,70 0,3 65,95 52
4 6,50 0,3 2,85 0,9 66,15 0,5
5 6,95 0,4 2,60 0,6 69,70 11,5
6 1,40 0,0 5,50 0,0 72,50 0,0
7 2,90 0,0 4,10 0,0 97,40 0,0
8 2,60 0,0 3,40 0,0 96,80 0,0

Z vysledku je vidét pomeérne znacna biologicka variabilita dat. Lze se pokusit srovnat

poméry ploch piku jak kationtd, tak aniontl, viz Tab. III. I z téchto dat je patrna pomérné

znaCna variabilita, ktera je zfejmé CasteCné zpusobena tim, ze se jedna o vzorky osob

razného pohlavi, v rozdilné vékové struktuie s riznym klinickym obrazem (Tab. IV).

Tab. III: Poméry ploch pikt iontt

Vzorek | NHs*/NO3s | Na*/Cl- | NO3/CI- | ostatni/Cl" | ostatni/NOs3~ | aniont/kationt
1 1454 | 49,68 2.30 17,43 7,59 0,25
2 12,890 | 29,14 1,44 16,30 11,34 0,39
3 2.09| 17,88 0,50 12,33 24 43 0,73
4 816 | 10,58 0,44 10,18 2321 0,82
5 627 | 30,61 0,37 10,03 26,81 0,35
6 1,69 | 85,54 3,93 51,79 13,18 0,62
7 362| 51381 1,41 33,59 23,76 0,63
8 300 5142 131 37.23 28.47 0,71
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Tab: IV: Pohlavi a vék dobrovolniku

Vzorek Pohlavi Vék
1 muz 25
2 muz 25
3 zena 20
4 zena 28
5 muz 39
6 zena 35
7 muz 70
8 zena 66

Zajimavou skutecnost predstavuji velmi podobné vysledky analyzy kationtd, aniontd
i porovnani pomért iontt u subjekti se vzorky 7 a 8 (Obr. 24), ktefi se ze vSech dobrovolnika
vyjimaji svym vys$§im vékem. Dale lze pozorovat podobny pomér NHs*/NOs™ u vzorku 1
a 2, které poskytli dva muzi stejného v€ku. Na zakladé blizkosti hodnot celkového poméru
anionti/kationtd 1ze az na jednu vyjimku rozdélit subjekty dle pohlavi. Do prvni skupiny
spadaji vzorky (1, 2 a 5) muzia a do druhé skupiny vzorky (3, 4, 6, 7, 8) Zen a jednoho muze
(Obr. 25), jehoz odliSeni od ostatnich muzi by mohlo byt odivodnéno velkym vékovym
rozdilem. Témeér ve vSech pomeérech ionti se od ostatnich znacné lisil vzorek 6, coz by
potencialné mohlo poukazovat na odliSny fyziologicky stav dané osoby. Ke vSem vySe
popisovanym skute¢nostem je tfeba dodat, ze se jedna pouze o dohady, které nelze
povazovat za kvalifikované zavéry pro klinickou praxi. Nicméné obecné lze tvrdit,
ze kapilarni elektroforéza umoziuje analyzu EBC a vysledky mohou byt zajimavé

pro klinickou praxi.
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Obr. 24: Podobnost hodnot ploch ¢i poméra ploch pika iontt u vzorki EBC 7 a 8
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Obr. 25: Grafické znazornéni poméra kationti/aniontd u vSech vzorkia EBC
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4.2. CE-MS analyza

Jako dalsi v poradi byly provedeny analyzy pomoci CE-MS. Pro separaci kationt
byl vybran elektrolyt 50 mM HCOOH o pH = 2,5, pro separaci anionti pak 50 mM
CH;COOH/NH3; o pH = 9,2. Méfeni probihalo ve skenovacim modu, aby byla sbirana MS
spektra v kazdém case. Cilem tohoto méfeni bylo zjistit, zdali je mozné provést CE-MS
analyzu EBC odebranou vySe uvedenym zpusobem a zdali bude v budoucnu mozné
pfistoupit k hledani konkrétnich latek pomoci specifickych SRM piechodd.

V ramci provedenych méteni byly nalezeny opakované hodnoty m/z 110, 129, 156,
161, 178, 196, 227, 229, 255, 257, 282, 303 a 390. Jejich interpretace je nicméné velmi
slozita, protoze nebyl pouzit hmotnostni spektrometr s vysokym rozliSenim. Z pohledu
potencialné obsazenych latek by bylo mozné usuzovat, ze v EBC vzorcich se vyskytovaly
aminokyseliny a derivatizované aminokyseliny, napf. nitrotyrosin (m/z 227), steroly
a steroidni latky (m/z 129), terpenoidni latky (m/z 161), alkylestery, pfipadné flavonoidy
a sfingomyeliny (m/z 303). Na Obr. 26-28 jsou uvedeny ukazky analyz vzorki EBC
s extrahovanymi iontovymi chromatogramy (EIC) pro m/z 129, m/z 161 a m/z 303. Obecné
1ze tedy tvrdit, ze CE-MS umoziuje analyzu EBC a lze ji takto vyuzit pro analyzu riznych
iontovych latek (po dalsi optimalizaci podminek ionizace a separace jiz vztazené primo

k molekulam, které budou analyzovany).
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Obr. 26: Ukazka analyzy vzorku EBC 7, EIC pro m/z 129
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Obr. 27: Ukazka analyzy vzorku EBC 8, EIC pro m/z 161
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Obr. 28: Ukazka analyzy vzorku EBC 6, EIC pro m/z 303
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ZAVER

Tato diplomova prace se obecné zabyva analyzou kondenzatu dechu metodou
kapilarni elektroforézy. V ramci teoretické Casti byla vypracovana strucna literarni reSerse
o historii a zakladnich principech kapilarni elektroforézy, jeji instrumentaci a zpisobech
detekce. Déle teoreticka Cast pojednava o historii a soucasnosti analyzy dechu obecné¢,
a predevsim o kondenzatu dechu, jeho slozeni, metodologickych aspektech analyzy a odbéru,
obsahu biomarkeri dychacich onemocnéni, analyze EBC pomoci kapilarni elektroforézy
a jejim potencialu v oblasti diagnostiky chorob.

Prakticka Cast prace byla zaméfena na odbér vzorku EBC prostiednictvim vlastniho
odbérného zafizeni a naslednou analyzu EBC metodami CE-UV a CE-MS. Bylo vyvinuto
jednoduché, financné€ nenarocné a prenositelné odbérné zarizeni slozené z bézné€ dostupnych
komponent (kovového valce, plastové stfikacky a brcka), pomoci kterého bylo mozno
uskutecnit odbér EBC nejen v podminkach laboratore, ale i domova. Za pouziti tohoto
zafizeni byly pro ucely diplomové prace odebrany vzorky EBC osmi dobrovolnika
ve vékovém rozsahu 20-70 let. Primémy objem odebraného vzorku ¢inil 0,15 ml. Cely
proces odbéru byl snadno proveditelny a trval pouze nékolik minut.

Nasledné byla provedena analyza vSech ziskanych vzorkti EBC. Pii CE-UV analyze
EBC byly zaznamenany dva piky kationtt a tfi piky aniontd, pfi¢emz byly ucinény odhady,
o jaké ionty by se mohlo konkrétné jednat. Dale byly zhlediska iontového slozeni
mezi sebou porovnany vzorky EBC na zakladé ploch jednotlivych pikti iontt a jejich poméra.
V zavéru CE-UV analyzy byly vyzdvihnuty nékteré mozné souvislosti mezi zjiSténym
iontovym obsahem EBC a vé€kem a/nebo pohlavim subjekta.

Posledni casti experimentalni studie byla analyza vzorki EBC pomoci CE-MS.
Ve vyslednych spektrech byly opakované nalezeny urcité hodnoty m/z a k nékterym z nich
se autorka pokusila pfitadit skupiny latek, které by bylo mozné v EBC detekovat. Cilem této
prace vSak nebylo determinovat presné slozeni EBC, nybrz prokazat, Ze je mozné proveést
jeho analyzu za pouziti vyvinutého odbérného zafizeni a danych metod. O analyze EBC
pomoci metod CE-UV a CE-MS, alesponi pokud je autorce znamo, doposud neexistuje zadna
védecka publikace, a proto skutecnost, zdali opravdu 1ze t€émito metodami EBC analyzovat,

lze povazovat za pfinosnou informaci v dané oblasti vyzkumu.
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