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Uvod

Bronchidlni astma je plicni onemocnéni, pro které
jsou ve vétsin€ pripadl charakteristické zachvaty dusnosti.
Astma pak byva vyvoldno zuZenim hyperreaktivnich bron-
chii a nadmérnou sekreci hlenu, ktery je nezvykle husty
a vazky. V soucasné dobé zije na svété priblizné
350 miliont lidi trpicich astmatem a prognoézy ukazuji, ze
toto mnozstvi bude v budoucnu dale nartistat. Na druhou
stranu existuje Siroka Skala antiastmaticky plsobici farma-
koterapie, ktera vétSiné pacientli umoznuje navrat
k plnohodnotnému Zivotu. A pravé proto se muze zdat, ze
je astma onemocnénim, jehoz diagnostika i terapie jsou jiz
uspokojivé vyfeseny. Z toho divodu je astma velmi Casto
nepravem piehlizeno a pouze odborna Cast vefejnosti vni-
ma jeho neustale se zvySujici incidenci, klesajici veék prv-
niho zéchvatu a nepfiznivé odhady jeho budouciho vyvo-
je'. Stejn& tak je opomijena uzka skupina astmatiké, pro
které je veskera farmakoterapie neti¢inna — obtizné 1é€itel-
né astmatiky (OLA), ktefi tvoti pfiblizné€ 3 % z celkového
mnozstvi astmatiki, tedy vice jak 10 miliént lidi.

Predkladana prace se zabyva vyvojem a aplikaci mo-
lekularné-diagnostické metody zaloZené na pro-astmaticky
piisobicich cysteinylovanych leukotrienech (cys-LTs)’
a antiastmaticky pusobicich lipoxinech (LXs). Cilem stu-
die pak bylo stanovit koncentra¢ni hladiny biomarkert
alergické¢ reakce — cys-LTs (konkrétné: LTC,, LTD,

-----

LXs (konkrétné: LXA4, LXB,) v KVV. Obé¢ tyto skupiny
biomarkerli jsou generovany rlznymi enzymatickymi
cestami z arachidonové kyseliny. Kyselina arachidonova
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(cis-5,8,11,14-eikosatetraenova kyselina) je nenasycena
mastna kyselina, ktera je pritomna ve fosfolipidovych bu-
néénych membranach a umozniuje vznik uvedenych bio-
markert, které jsou schopny regulovat zanétlivou odpo-
véd’. LTs jsou zanétlivé mediatory, které se déli na dvé
skupiny podle svého ucinku a mista ptisobeni. Do prvni
skupiny patfi leukotrien B, (LTBy4), ktery vznika
v monocytech, neutrofilech a alveolarnich makrofazich.
Jeho autakoidnim ,,ukolem* je aktivovat celou fadu imu-
nitnich efektorovych bunék a je hlavnim ucastnikem
v patogenezi riznych zanétlivych onemocnéni. Navazani
LTB,4 na receptor pak mtze vést az k zuzeni dychacich
cest, zvyseni sekrece hlenu a tvorbé lokalniho edému. Me-
zi cys-LTs pak lze zatadit leukotrien C4 (LTC,), leukotri-
en Dy (LTD,) a leukotrien E4 (LTEy), které jsou formovany
eozinofily, bazofily, zirnymi bunkami a makrofagy. Jejich
receptory (cys-LTs receptory) jsou predevsim na buitkdch
hladkych svalid a tkanich dychacich cest a navazanim cys-
LTs dochazi k bronchidlni hyperreaktivit¢ a broncho-
konstrikci®?. Na receptor cys-LT; se vazi viechny cys-LTs
a jejich navazanim se vyvold obstrukce dychacich cest
(stazeni pradusek, edém sliznice, zvy3eni sekrece hlenu®).
Receptor cys-LT, muze byt aktivovan pouze LTC,, ktery
zpusobuje stazeni plicnich cév. Je prokazano, ze hladina
cys-LTs v KVV je vyznamné vyssi u pacientll s astmatem
oproti zdravym jedinctim.

LTs obecné vznikaji syntézou z kyseliny arachi-
donové, kdy ptisobenim enzymu 5-lipoxygenasa (5-LO) se
arachidonova kyselina oxiduje na 5S-hydroperoxyeikosa-
6,8,11,14-tetraenovou kyselinu (5S-HPETE). 5-HPETE se
LTA syntetasou pieméni na vysoce reaktivni leukotrien A4
(LTA,), ktery se ihned metabolizuje pti zanétlivych proce-
sech, ¢imz vznikaji dalsi ,,clenové rodiny cys-LTs“ (LTC,,
LTD,, LTE,, LTE,).

Naproti tomu LXs a jejich epimery 15-epi-lipoxiny
maji v organismu presné opacnou funkci, jedna se totiz

podporovat rekonstrukéni proces, ke kterému dochazi
v plicich ihned po astmatickém zachvatu. LXs stejné jako
LTs vznikaji metabolicky z arachidonové kyseliny, existuji
ovSem hned tfi mozné cesty vzniku. Prvni z nich je zpro-
sttedkovana 15-lipoxygenasou (15-LO)’, ktera je piitomna
v tkanovych bunkach dychacich cest a zahajuje tak biosyn-
tézu LXs. Druhd cesta je podminéna oxidaci leukotrienu
A4 za pomoci 12-lipoxygenasy (12-LO). Tyto dvé syntézy
pak nejen umoziuji produkci LXs, ale zaroveil redukuji
produkci LTs. Posledni cesta je podminéna acetylsalicylo-
vou kyselinou (ASA) a dochézi k ni zejména u pacientli
trpicich zvlastnim fenotypem astmatu — aspirinem induko-
vanym astmatem.

Vyvinuta metoda pak byla pouzita v nékolika ptipa-
dovych studiich, které byly zaméfeny na n€kolik oblasti
molekularni diagnostiky a to moznosti fenotypizace bron-
chidlniho astmatu a moznost odd¢lit pravé OLA pacienty,
posouzeni G¢innosti antiastmatické farmakoterapie, ptipad-
n¢ posouzeni efektivnosti riznych aplikacnich cest antiast-
maticky pusobicich farmak. RovnéZ moznost oddéleni
pacientd s astmatem od chronické obstrukéni nemoci plic-



Chem. Listy 771, 50-55 (2017)

ni na arovni vyvinuté molekularné-diagnostické metody,
ktera byla roz8ifena o n€které dalsi biomarkery (biomarker
oxidacniho stresu — 8-isoprostan).

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Standardy: leukotrien C4(> 97%), leukotrien Ds(>
97%), leukotrien E4 (> 97%), leukotrien Cg-ds (> 99%),
leukotrien D4-ds (> 99%), leukotrien E4-ds5 (> 99%), lipoxin
Ays-ds (= 95%, Cayman Chemicals, USA). Pomocné che-
mikalie: acetonitril (LC-MS, Fisher Scientific, USA), voda
(LC-MS, Fisher Scientific, USA), octan amonny (99,99%,
Sigma-Aldrich, USA), propan-2-ol (LC-MS, Acros Orga-
nics, USA), methanol (LC-MS, Fisher Scientific, USA),
kyselina mravenc¢i (LC-MS, Fisher Scientific, USA), kyse-
lina octova (= 99,8 %, Acros Organics, USA), butylhydro-
xytoluen (BHT) (= 99 %, Sigma-Aldrich, USA). Plyny:
dusik (99,5%, Generator dusiku, Peak Scientific, USA),
helium (5.5, SIAD, Ceska republika), argon (5.0, SIAD,
Ceska republika).

Analytické podminky

HPLC-MS analyzy pro stanoveni cysteinylovanych
leukotrient a lipoxini byly provadény na hmotnostnim
spektrometru s trojitym kvadrupolem TSQ Vantage
(Thermo Scientific, USA) spojeném s kvartérni vysokotla-
kou pumpou Accela 600 Pump (Thermo Scientific, USA),
autosamplerem Open Accela AS (Thermo Scientific, USA)
a kolonovym termostatem UltiMate 3000 (Dionex, USA).

Metabolické profilovani: izokratickd separace latek
byla provedena metodou HPLC. Jako stacionarni faze byla
pouzita kolona Hypercarb (100 x 2,1 mm, 5 um; Thermo
Scientific, USA) a mobilni faze se skladala ze smési
o slozeni 75 % propan-2-ol s pfidavkem kyseliny mravenci
(1% v/v) a 25 % octanu amonného (10 mmol 17, vodny
roztok). Pritok mobilni faze byl nastaven na 150 pl min™

Lamelarni
kondenzator

Obr. 1. PFistroj k odbéru kondenzatu vydechovaného vzduchu®

Chladici komurka
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a byl po celou dobu méfeni konstantni. Chromatograficka
kolona byla temperovéana na 40 °C. Objem nastiiku Cinil
10 pl. Detekce byla provedena tandemovou hmotnostni
spektrometrii (MS/MS) s elektrosprejem pracujicim
v negativnim ionizacnim moédu (ESI"). ESI'-MS analyza
byla provedena v SRM (selected reaction monitoring)
modu, monitorovanim charakteristického ptechodu (m/z
— m/z, kolizni energie (eV)): LTC, (624,1—-351,2, 17
eV); LTD, (495,2—477,3, 16 eV); LTE, (438,2—333,1,
16 eV); LXA, (351,2—115,0, 17 eV); LXB4 (351,2
—221,1, 17 eV) a kvantifikaci s vyuzitim deuteriem zna-
cenych vnitinich standardd (LTC4-ds, LTD4-ds, LTE4-ds,
LXA4-ds, LXBy4-ds). Podminky na hmotnostnim spektro-
metru byly optimalizovany na nasledujici hodnoty: napéti
na jehle (-2500 V), tlak nosného plynu (dusik, 35 psi), tlak
pomocného plynu (dusik, 10 arb), teplota kapilary (300 °C).
Data byla méfena a zpracovavana softwarem XCalibur 2.2,
Sieve 2.1 (Thermo Scientific, USA), XLSTAT 2015
(Addinsoft, USA). Bylo provedeno profilovani metaboliti
vzniklych z kyseliny arachidonové (LTC4, LTD4, LTE4,
LXA4, LXB4) a grafické vystupy byly vyjadfeny pomoci
krabicovych diagramt a rozptylovych diagramti kompo-
nentniho skore.

Odbér klinickych vzorki

Pifi odbéru kondenzatu vydechovaného vzduchu
(KVV)*? je pacientem vydechovany vzduch veden skrz
kondenzator, kde jsou zkapalnény vSechny kondenzujici
slozky. Vydechovany vzduch prochazi naustkem pies jed-
nocestny ventil do chladiciho boxu, ktery je uz pfedem
vychlazen na teplotu —20 °C. V tomto chladicim boxu se
ziskana plynna fize a aerosolové &astice zkapalni® a vznik-
la kapalina se stale za nizké teploty shromazdi do sbérné
nadobky (obr. 1). Cely proces odbéru trva priblizné¢ 7-12
min. Celkové je nutné dosahnout objemu 120 litra vydech-
nutého vzduchu, ¢imz lze ziskat 1-2 ml kondenzatu. Takto
ziskany kondenzat se nasledné vlozi do mikrozkumavky.
Bezprostfedné po odbéru je vzorek oznacen deuterovany-
mi standardy’, které slouzi k monitoringu degrada¢nich

Naustek
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procest. Timto zptisobem je ziskan vzorek, ktery se skla-
duje pti — 80 °C. Zamrazeny vzorek s pfidavkem deuteri-
em znaCenych standardi byl vlozen do lyofilizatoru
(Labconco Free Zone, USA) pti —47 °C a tlaku 9 kPa po
dobu 6 hodin. Lyofilizovany zbytek byl rozpustén v mo-

bilni fazi (50 pul) a okamzit¢ analyzovan LC-ESI-MS/MS.

Vysledky a diskuse

Fenotypizace astmatu zaloZena na rovnovéaze
mezi cys-LTs a LXs

V ramci prace byly provedeny HPLC-MS analyzy,
kdy byla ziskana data o koncentra¢nich urovnich vyse
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zminénych latek v  klinickych
s vybranymi fenotypy astmatu.

Do studie byla zapojena skupina OLA, ktera obsaho-
vala 60 osob, z toho 35 Zen a 25 muzl, median veéku
54 let. Dale skupinu pacientl s profesnim astmatem obsa-
hujici 50 osob, z toho 27 zen a 23 muzl, kdy median véku
byl 56 let. Skupina astmatikt se stfedné tézkym astmatem
s 1écbou glukokortikoid se skladala ze 42 osob, z toho
23 zen a 19 muzi, kdy median véku byl 47 let. Skupina
sttedné tézkych pacientt bez 1écby glukokortikoidy pak
obsahovala 33 osob, z toho 18 Zen a 15 muzi, median
veéku 54 let. Kontrolni skupina, zdravi nekufaci bez dia-
gndzy astmatu a alergie, Citala 30 osob, z toho 16 Zen
a 14 muza, median véku 43 let.

vzorcich  pacientl
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Obr. 2. a) Statisticky vyhodnocena klinicka studie: hodnoty hladin cysteinylovanych leukotrienti u riznych fenotypi astmatu,
b) statisticky vyhodnocena klinicka studie: hodnoty hladin lipoxind u raznych fenotypi astmatu

52



Chem. Listy 771, 50-55 (2017)

Z vysledka (obr. 2) je ziejmé, ze v KVV astmatikid
bylo nalezeno zvySené mnoZstvi zanétlivych cys-LTs,
pricemz hladina u pacientd s OLA byla nejvyssi ze vSech
pozorovanych skupin. Naproti tomu hladiny protizanétli-
vych LXs byly vyznamné zvySeny u skupiny zdravych
dobrovolnikii a naopak u OLA pacienti byly tyto hladiny
nejnizsi.

Z vysledki vyplyva, Ze cys-LTs a LXs mohou slouzit
pro diferencialni diagnostiku astmatu. Pfi diagnostice pak
lze vychazet ze skuteCnosti, ze koncentracni hladiny cys-
LTs a LXs jsou doplnkové a existuje mezi nimi vztah dy-
namické rovnovahy (tj. pokud roste koncentracni hladina
prozanétlivych LTs, tak ptislusné klesa hladina protizanét-
livych LXs). Tento fakt je dan skutecnosti, ze biochemické
syntézy v organismu (matetska molekula: LTA4 produko-
vany za pomoci lipoxygenas) umoziujici produkci LXs,
zaroven redukuji produkci LTs a naopak. Kombinace téch-
to dvou skupin biomarkerti tak pfedstavuje velice zajima-
vou moznost z hlediska molekularni diagnostiky, ktera
muze byt pouzita pro fenotypizaci astmatu. Na obr. 2a a 2b

strané¢ jedné a prozanétlivymi cys-LTs na stran¢ druhé
(,,princip houpacky®), coz zpifesiuje stavajici diagnostiku
a umoziuje rozdéleni astmatiki do skupin:

a) profesni (pracovni) astma ,

b) pretrvavajici stiedni astma bez farmakoterapie gluko-
kortikoidy,

c) pretrvavajici stfedni astma s farmakoterapii gluko-
kortikoidy,

d) obtizng 1éCitelné astma,

e) kontrolni skupina.

Vyvinuta metoda je pro pacienta nezatézujici a lze ji
aplikovat na Sirokou Skalu pacientdl od déti az po seniory.
Jelikoz je mozné odbér KVV opakovat v kratkych interva-
lech, je tato metoda vhodna pro fadu klinickych studii
s cilem porozumét déjam, které se odehravaji v dychacich
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cestach jako odpovéd na jisty konkrétni impuls (alergeny,
klimatické podminky, kvalita ovzdusi, teplota vzduchu,
fyzicka aktivita ad.).

Monitorovani efektivity pouzité farmakoterapie
astmatu

Takto vyvinuta metodika vyuzitelna v diagnostice
astmatickych onemocnéni byla vyuzita v paralelni studii,
kdy byla ovéfena moznost jejiho vyuziti pro monitorovani
ucinnosti antiastmatické farmakoterapie, v tomto piipadé
farmakoterapie steroidnimi 1éCivy na bazi glukokortikoida.
Vysledky jsou shrnuty na obr. 3, kde je zachycena klinicka
studie zahrnujici 30 subjektii s farmakoterapii inhalacnimi
glukokortikoidy, 30 subjekti po peroralni kortikosteroidni
terapii a 30 subjektl kontrolni skupiny.

Z predlozenych vysledki je ziejmé, ze doslo
k vytvoteni tii shlukt (klastrtt), kdy prvni skupina obsaho-
vala pouze kontrolni skupinu pacientt, a zbylé dvé skupi-
ny se oddélily podle zpisobu aplikace farmakoterapie.
Z obdrzenych vysledkl je zfejmé, Ze predepsané davkova-
ni a aplikace jsou vhodnéjsi v ptipadé peroralniho podani,
kdy se tento shluk vice blizi zdravym jedinctim, na rozdil
od shluku predstavujiciho pacienty s inhalacni terapii.
Z vysledki také vyplyva, ze vyvinutou metodiku je mozno
vyuzit k monitorovani G¢innosti predepsané terapie, ¢imz
bude v budoucnu moZno zpfesnit farmakoterapii astmatu,
kontrolovat davkovani a vyuzivat dalsi metody tzv. perso-
nalizované mediciny.

Molekularni diagnostika dalSich plicnich
onemocnéni

Vyvinuta metoda nabizi celou fadu dalSich rozsiteni,
kdy jednim z nich je moznost stanovovat v KVV dalsi
biomarkery napf. oxida¢niho stresu (8-isoprostan, malon-
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Obr. 3. Vysledek klinické studie (klastrova analyza): kontrolni skupina (C), astmatici 1é¢eni peroralnimi glukokortikoidy (OKS),

astmatici lé¢eni inhala¢nimi glukokortikoidy (IKS)
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PCA - rozptylovy diagram komponentniho skore
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Obr. 4. Vysledky klinické studie (klastrova analyza): oddéleni pacientd s CHOPN (B — bronchitida, E — emfyzém) od OLA pacien-
ti (0); soucasné jsou znazornény kontrolni skupiny: K1 — kontrola k CHOPN a K2 — kontrola k OLA

dialdehyd, o-tyrosin, ad.), zanétlivé reakce (LTB,, ad.),
coz by mohlo vést k diagnostice dalSich plicnich onemoc-
néni. Piikladem aplikace vyvinuté metodiky mize byt jeji
vyuziti k posouzeni molekularnich rozdili mezi skupinou
astmatikd a pacientii s chronickou obstrukéni nemoci plic-
ni (CHOPN).

Skupina OLA obsahovala 60 osob, z toho 35 Zen
a 25 muzl, median v€ku 54. Kontrolni skupina, zdravi
nekufaci bez diagndzy astmatu a alergie, Citala 30 osob,
z toho 16 zen a 14 muzi, median veéku 43 let. Skupina
CHOPN obsahovala 29 osob, z toho 7 Zen a 22 muzi,
median veéku 68. Kontrolni skupina, zdravi nekutaci, Citala
17 1idi, z toho 6 Zen a 11 muzu, véku ¢inil 64 let.

Analyza hlavnich komponent rozdélila pacienty
a kontroly na 4 shluky, predstavujici skupinu OLA (O),
jejich kontrolni skupinu (K2), skupinu CHOPN (kdy se
av§ak nepodafilo rozdé¢lit skupinu CHOPN na fenotypy
bronchitidu (B) a emfyzém (E)) a kontrolni skupinu
CHOPN (K1). Tento vysledek pak poskytuje vysokou
perspektivu pro oddéleni diagnézy astma od CHOPN, coz
v klinické praxi je znacné problematickou zalezitosti
(obr. 4).
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Zaveér

Predkladana prace je orientovana do oblasti medici-
nalni diagnostiky a jejim cilem bylo provést fenotypizaci
obstrukénich plicnich onemocnéni z oblasti bronchialniho
astmatu na zakladé detekce a kvantifikace biomarkerd
pritomnych v KVV, jakozto ve vysoce specifické matrici
pro dychaci soustavu. Primarnim cilem bylo timto moleku-
larn¢ diagnostickym pfistupem provétit skupinu OLA pa-
cientt, ktefi nereaguji adekvatné na podavanou antiastma-
tickou farmakoterapii.

Byly vyvinuty analytické metody pro metabolické
profilovani znamych latek vzniklych z kyseliny arachido-
nové (LTs a LXs) a multimarkerovy screening pro kom-
plexni detekci neznamych nizkomolekularnich latek vy-
skytujicich se pfi patologickych procesech souvisejicich
s bronchialni obstrukci v organismu.

Vyvinuté analytické metody byly testovany
v klinickych studiich. Bylo provedeno porovnani koncen-
tranich hladin zndmych biomarker v KVV u osob trpi-
cich OLA a u kontrolnich skupin zdravych dobrovolnikd.
Kvantifikace zndmych biomarkerd v KVV poukdzala na
vyznamny nartst cys-LTs u OLA pacientli a vyznamny
pokles antiastmaticky pisobicich LXs. Hladina LXs byla
naopak zvySena u skupiny zdravych dobrovolniki. Jako
vyznamny vysledek pak 1ze hodnotit moznost fenotypizace
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astmatiki, kterou umoznilo vyuziti rovnovahy mezi cys-
LTsaLXs.

Diky skutecnosti, ze je odbér KVV pro pacienta prak-
ticky nezat&zujici, 1ze tuto metodu pouZit i k monitorovani
efektivity pouzivané farmakoterapie pripadné ke sledovani
vnéjsich faktord ovliviiujicich pribéh astmatu. Navic tato
metoda v kombinaci s dal§imi biomarkery umoziuje
i molekularni diagnostiku jinych plicnich onemocnéni,
jako je naptiklad oddéleni CHOPN a astmatu s vysokou
spolehlivosti.

Seznam zkratek

5S-HPETE 5S-hydroperoxyeikosa-6,8,11,14-tetraenova
kyselina

5-LO 5-lipoxygenasa

12-LO 12-lipoxygenasa

15-LO 15-lipoxygenasa

ASA acetylsalicylova kyselina

CID collision induced dissociation = kolizné-
indukovana disociace

cys-LTs cysteinylované leukotrieny

cys-LT, receptor cysteinylovanych leukotrient 1

cys-LT, receptor cysteinylovanych leukotrienti 2

ESI electrosprey ionization = elektrosprejova
ionizace

HPLC high performance liquid chromatrography =
vysokoucinna kapalinova chromatografie

CHOPN  chronickd obstrukéni nemoc plicni

KVVv kondenzat vydechovaného vzduchu

LTs leukotrieny

LTA, leukotrien Ay

LTB, leukotrien By

LTC, leukotrien C4

LTD, leukotrien D4

LTE, leukotrien E4

LTF, leukotrien F4

LXs lipoxiny

MS/MS tandem mass spectrometry = tandemova
hmotnostni spektrometrie

OLA obtizné 1écitelné astma

SRM selective reaction monitoring = selektivni

monitorovani reakci
Autori by radi podekovali za financni podporu Narod-
nimu programu udrZitelnosti I c¢islo LO-1215 (MSMT —
34870/2013).
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This work was engaged to enhancing the diagnostics
of bronchial asthma, with the main emphasis on non-
invasive approaches, effective differentiation and pheno-
typic background. In particular, a methodology is de-
scribed, based on monitoring of a highly specific matrix -
exhaled breath condensate (EBC), applied to asthma pa-
tients. The previous method, based on the biomarkers of
cysteinyl leukotrienes, was extended with anti-asthmatic
lipoxines, yielding a novel correlation to different asthma
phenotypes. Moreover, inverse relationship between the
pro-inflammatory and anti-inflammatory biomarkers was
found and herein depicted. The developed methodology
was used in a clinical study, which confirmed its applica-
bility for asthma phenotyping. The method also enables
differentiating a severe form of refractory asthma, i.e. asth-
ma irresponsive to any kind of currently available pharma-
cotherapy. It was also proved that the method can be used
for monitoring of the disease genesis and the efficiency of
an administered pharmacotherapy. Finally, the method
allows a reliable differentiation of asthma and chronical
obstructive pulmonary disease.



