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Analyza biomarkeru
ve vydechovaném vzduchu

* bourlivy rozvoj

* prinosna pro neinvazivni diagnostiku aktivity
onemocneni respiracniho systému, z nichz pro
nektera neexistuji jiné markery (pneumokoniozy).

* uonemocnéni, vznikajicich v dusledku
senzibilizace na alergeny v zivotnim i pracovnim
prostredi, vyznacujicimi se zvysenou koncentraci
leukotrienu v kondenzatu vydechovaného
vzduchu (KVV) se zacinaji vyuzivat dokonce pro
hodnoceni efektu léceni.



Analyza biomarkeru
ve vydechovaném vzduchu

3 METODY

Kondenzat vydechovaného vzduchu
FeNO — vydechovany oxid dusnaty
Electronic nose (E-nose — Cyranose)




Reaktivni formy kysliku hraji vyznamnou roli
v patogenezi silikozy a azbestozy

hydroxylovy radikal OH.
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Castice SiO, oBHjES T Azbestova vlakna
(Haber-Weissova reakce)

Demers and Kuhn, Environ Health Perspect 1994
Fubini B Free Rad Biol Med 2003
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Reaktivni formy kysliku odtrhnou atom vodiku z nenasycenych mastnych kyselin
(napf. arachidonové) a iniciuji peroxidaci in vivo.



Membrany bunky —“tekuta mozaika"“
lipidova dvojvrstva z fosfolipidu, proteiny, cukry

JATERNI BUNKA

(ULTRASTRUKTURA)

Cytoplazmaticka membrana bunky
Vnitrni membrany organel bunky
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Oxidace lipidu membran - pfima
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Oxidace membranovych lipidu - enzymaticka

ﬁ%mastné Kyseliny bunecnych membran
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lipoxygenaza oH
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leukotrieny avoine vazy)

LTB4/ \ cysteinylové - LTC,, LTD,, LTE,




Odber kondenzatu vydech. vzduchu
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Systém pro neinvazivni
sbér substanci z
respiracniho systému
po kondenzaci

zchlazenim na -10°C
(Jaeger).
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KVV obsahuje:
| 1) kondenzovanou vodni paru,
@ 2) castice aerosolu tekutiny z
P ey dychacich cest uvolnéné
‘ - turbulentnim proudem
/ 3) ve vode rozpustné latky.




Metodika Horvath et al. 2010
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Odbeér kondenzatu vydech. vzduchu
(KVV)
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Byla analyzovana rada mediatoru, véetné

izoprostanu, leukotrienu, aldehydd, oxidu
dusiku,

peroxidu vodiku, peptidu a cytokinu.

Koncentrace téchto mediatoru jsou ovlivhény
nemocemi respiracniho systému.



Indikatory oxidacniho stresu
u interstic. plic. nemoci

« ZvySena koncentrace izoprostanu u osob s
plicnimi fiborozami v BALu (Montuschi 1998)

* v kondenzatu vydech. vzduchu (Psathakis
2006)



V minulych letech jsme prokazali vyssi koncentraci
8-izoprostanu u pacientu se silikdzou a azbestézou
Pelclova D et al. Industrial Health 2007, 2008

také leukotrienu (LTE4 a LTD4).

V kondenzatu vydechovaného vzduchu jsou hodnoty
markeru vyznamné vyssSi proti zdravym vrstevnikum,
nez hodnoty stejnych markeru v krvi a modi:

Pelclova D et al. Industrial Health 2012



Nicola Murgia, Paolo Montuschi

Section of Occupational Medicine, Respiratory Diseases
and Toxicology, University of Perugia, Itdlie
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Vyhody kondenzatu

+ neinvazivni vysetreni
+ |ze libovolne opakovat - nema zadny vliv na
dychaci cesty

+ déti, starsi, nemocni lidé



Nevyhody kondenzatu

- cena laboratorni analyzy vzorku LC-ESI-MS/MS
- nejde zatim o standardni metodu
- problem s hodnocenim koncentrace



Meéreni vydechovaného oxidu dusnatého
FeNO (fraction of exhaled NO)

* Metoda: JIZ STANDARDNI
* Odpovida standarddm ERS / ATS
* Jednoduché, rychlé a neinvazivni vysetreni
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" Metody
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20 délniku s expozici prachu s obsahem nanocastic:
muzi, 34 let, 11 kuraku, 9 nekuraku

pred smenou

PO SMEne

19 ,,zdravych® dobrovolniku

muzi, 35 let, 11 nekuraku, 8 kuraku
jednou

spirometrie
moc€ chemicky
anamnéza, TK, P, orientacni interni vysetreni
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Meérené markery v kondenzatu
vydech. vzduchu a moci

malondialdehyd (MDA),
4-hydroxy-trans-nonenal (HNE),
4-hydroxy-trans-hexenae (HHE),
8-isoProstaglandin F,, (8-isoprostan),
8-hydroxy-2-deoxyguanosin (8-OHdG),
8-hydroxyguanosine (8-OHG),
hydroxymethyl uracil (HMeU),
o-tyrosin (o-Tyr),

3-chloro-tyrosin (3-CI-Tyr),
nitrotyrosin (NO-Tyr)

leukotrieny LTB4, LTC4, LTDA4, LTE4

FeNO
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Produkty oxidace lipidu a nukl. kyselin v KVV
u délniku (pfed a po sméné, kontrolni asoby)

i-Workers-Preshift—
M Workers-Postshift

* * ¥ +p<0.05,*p<0.01**p<0.001

1 Controls
*k

MDA HNE HHE 8-1SO 8-OHdG 8-OHG 5-OHMeU

ng/ml ng/ml ng/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml



#  Produkty oxidace proteinu a leukotrieny v KVV

u délniku (pfed a po sméne, kontrolni osoby)

H Workers-Preshift
* +p<0.05,*p<0.01**p<0.001

M Workers-Postshift




Vysledky FeNO

No ppb 50-“0 Exhale

40
FeNO ppb "
Pfed sménou 39 .848.5*
Po sméné 35.2%8.1*
Kontroly 22.4%7.5 _
0000 00:30 01:00 01:30 02:00
Vydecl:“hg vVany | Mozna diagnosticka interpretace
<20 Nepravdépodobny zanéet
20-35 Moznost mirného zanétu
35-50 Signifikantni nalez zanétu
550 Signifikantni nalez zanétu s doporucenim zahajit lécbu
inhalacnimi nebo oralnimi steroidy




Faktory zvysujici FeNO

Zadrzovani dechu
Jidlo a piti

Zanét hornich cest
dychacich

Astma
Namahava cinnost

Zanét dolnich cest dychacich

Atopie

Faktory snizujici FeNO

Vysoka prutokova
rychlost vydechu

Inhalacni nebo oralni
gluko-kortikostereoidy

Koureni
Alkohol
Cysticka fibrosa
CHOPN

31 ppb délnici kuraci
45 ppb délnici nekuraci



OTAZKY KOLEM
METODIKY KWV

Nejde o standardni klinickou metodu
2 teoretickeé problemy —

1) nelze presné odliSit, odkud pochazi odebirana
tekutina z kapicek kapaliny lemujici epitel dych. cest
(epitelial lining fluid): plicni sklipky — dych. cesty —
nosohltan — nos — ustni dutina?

pro vyloucCeni kontaminace z hornich dychacich cest
mereni alfa-amylazy (ze slin)



OTAZKY KOLEM
METODIKY KWV

» 2) Jsou koncentrace hodnoverné?

« Obsah markeru v KVV skutecné odrazi
zmeny, probihajici v tekutine
(Effros et al J Appl Physiol 2005)

* dilucni indikatory — kationty Na,K,Ca,Mg),
mocovina v KVV a plazme — pini roli jako kreatinin v
moCi

* Jejich hodnoty korelovaly s plazmou —

« u zdravych lidi i pacientu

« mereni konduktivity tekutiny
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PRED SMENOU | PO SMENE SE MEZI SEBOU
VYZNAMNE NELISILY

U DELNIKU byly v KVV vyznamné zvyéeny v obou
obdobich vsechny markery kromé LTD4

Rovnéz byl vyznamné zvysen FeNO u délnikd

V moci byl zvysen jen HHE, 8-OHG, S
3-CITyr, naopak u kontrol LTC4 a LTD4



COSTIM?

VYSLEDKY JSOU PREDBEZNE

Jde o prvni vysledky — nelze je srovnat, dosud
podobna vysetreni nejsou k dispozici

Mala skupina 20 osob

Bude vysetrena konduktivita KVV
Mikroskopickeé vysetreni nanocastic
Vhodné je zopakovat vysetreni

Dékuji za pozornost



