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1. WSTEP

1.1. Synteza leukotrienow
Leukotrieny nalea, obok prostaglandyn i tromboksanu, Ado grupy
biologicznie czynnych pochodnych kwasu arachidorgmwvg€AA) - 20-weglowego

nienasyconego kwasu ttuszczowego wspottaoego fosfolipidy bton komaérkowych.

Pierwszym etapem biosyntezy leukotriendw cystewylth (cysLTs), po
zadziataniu odpowiedniego boxh (reakcja przeciwciato-antygen, bodziec zapalny,
wzrost wewntrzkomorkowego stzenia jonOw wapnia), jest powstanie na powierzchni
btony okotopdrowej kompleksu enzymatycznego zbudowanego z oldgoz|
fosfolipazy Ay i 5-lipoksygenazy (5-LO) wskutek ich przemieszaaencytozolu [1-3].
5-LO jest aktywowana przez biatko FLAB-ljpoxygenase activating proteir{4],
bedace integralnym sktadnikiem btonyadrowej. Nadto, aktywacja 5-LO wymaga

obecndci ATP i jonow wapnia.

Dzieki aktywnasci hydrolitycznej, fosfolipaza & uwalnia kwas arachidonowy
z kompleksu fosfolipidowego [5], przez co substeat mae zosté dostarczony przez

FLAP i zaprezentowany 5-LO.

Pod wptywem 5-lipoksygenazy [6] naptje dwuetapowe utlenienie kwasu
arachidonowego. W pierwszym etapie dochodzi do gddyasteczki tlenu w pozycji
C5 arachidonianu z réwnoczesnym przestieim protonu z pozycji C7 do powstegj
w ten sposéb grupy hydroperoksydowej (Rysunek ligjradja whzania podwdjnego
tworzy uktad dienowy. Tak powstajgéwas 5(S)-hydroperoksy-6-trans-8,11,14-cis-
eikozatetraenowy (5-HPETE). Jest on niestabilnymaziiem ulegajcym dalszej
przemianie pod wptywem 5-LO do nietrwatej epoksydppochodnej - leukotrienu /A
(LTA4, kwas 5(S)5,6-oksydo-7,9,11,14-(E,E,Z,Z)- eikoraenowy) [7]. W tym etapie
dochodzi do odczepienia wodoru z pozycji C10 i purecia st 0 jedrmy pozycg
uktadu dwéch wgzan podwojnych w wyniku czego powstaje trien. Altegvaiy szlak
przemiany 5-HPETE zachodzi pod wptywem peroksydgmyationowej (EC 1.11.1.9)
do kwasu 5-hydroksyeikozatetraenowego (5-HETE).
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Rysunek 1. Szlak metaboliczny leukotrienéw cysteirigwych.
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Tak wytworzony LTA pomimo,ze jako substancja nietrwata charakteryzuge si
krotkim czasem péitrwania, me by na zasadzie transportu transcelularnego
przenoszony do innych komérek, a tam podiedgszemu przeksztatcaniu. k#ow ten
sposOb nasgpowa synteza leukotriendbw w tzw. wtérnycirédtach komoérkowych
ti. w komorkach, ktore nie posiadap-LO np. komorkisrédbtonka, phytki krwi,

erytrocyty czy limfocyty T.

Dalszy metabolizm LTA maoze przebiegé dwukierunkowo, w zalanosci od
rodzaju komorki. Pod wplywem wygiujacej w cytozolu hydrolazy LTA(EC 3.3.2.6)
[8] powstaje leukotrien B4 (LTB kwas 5(S),12(R)-dihydroksy-6,8,10,14-(Z,E,E,Z)-
eikozatetraenowy) [9]. Hydrolaza LTAprzeprowadza stereospecyfigzraddycg
czasteczki wody w pozycji C12 wraz z przestoiem uktadu trzech podwojnych
wiazan. Ten rodzaj przeksztatcenia LTAv LTB4 nastpuje np. w granulocytach

obojgtnochtonnych [10].

LTA4 moze ulegé takze nieenzymatycznej hydrolizie da-trans-LTB; lub
kwasu 5,6-dihydroksyeikozatetraenowego (5,6-diHE[IR]).

W niektérych komorkach, takich jak komorki tuczgeanulocyty zasadochtonne
i kwasochtonne, obecny jest enzym syntaza leukutri@, ktory rownie: znajduje si
w blonie okotojdrowej. Ta S-transferaza glutationu sga LTA, z glutationem-
reaktywne wizanie epoksydowe zostaje zerwane. W pozycji C62ywek wiazanie
tiolowe z atomem siarki reszty kwasu glutationowegodwnoczessn redukcy tlenu
w pozycji C5, przez co powstaje bardzo aktywny dmotznie leukotrien € (LTC,,
kwas 5(S)-hydroksy-6(R)-glutationylo-7,9,-11,14KEZ,Z)-eikozatetraenowy) [12].

Uwalnianie LTB i LTC4 z cytoplazmy do przestrzeni zestrzkomorkowej
odbywa st przy udziale swoistych przezbtonowych transpome[©3]. W przestrzeni
zewmtrzkomérkowej LTG ulega przemianie do leukotrienus BLTD,4, kwas 5(S)-
hydroksy-6(R)-S-cysteinyloglicyno-7,9,11,14-(E,&Z¥eikozatetraenowy) na drodze
odszczepienia kwasu glutationowego praeglutamylotranspeptydaz(EC 2.3.2.2).
W kolejnym etapie dipeptydaza cysteinowo-glicynoyi] odlkczapc od LTD,
glicyng, doprowadza do powstania leukotrienu(ETE,, kwas 5(S)-hydroksy-6(R)-S-
cysteinylo-7,9,11,14-(E,E,Z,2)-eikozatetraenowy).

Najbardziej stabilny z tréjki leukotrienéw cystelawych: G, D4 i E4 jest LTE.
W formie nie zmienionej lub jako N-acetylo-LTEhaze by wydalany przez watrobe
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oraz nerki. Szacowane jeste w moczu wolny LTE stanowi okoto 8%

ogolnoustrojowej produkcji tego mediatora [15].

1.2. Fosfolipaza Aq

Fosfolipaza Ay - cPLA; (EC 3.1.1.4) naley do grupy wewatrzkomérkowych
fosfolipaz obecnych w cytozolu. Ziona z 721 aminokwaséw ma me&2016Da [16].
Jej zadaniem jest uwalnianie kwasu arachidonowefgsfalipidow przez katalizowanie
reakcji hydrolizy w pozycji sn-2 (hydroliza prowagda do uwolnienia reszt acylowych:
C(=0O)R [17].

W trakcie przemian potranslacyjnych wiele resztravkwasowych fosfolipazy
Aoy (seryny 434, 435, 437, 505, 727, 729) podlegaofgtdcji katalizowanym przez
kinazy aktywowane mitogenami (MAPKMitogen-activated protein kinajsgL8].

Waznym elementem struktury jest domena C2 zawieeagentrum katalityczne
enzymu. Cech charakterystyczndomeny C2 jest niiwos¢ specyficznego vazania
dwodch jondw wapnia przez jeglrtzasteczlk enzymu [19, 20]. Po wzfoie stzenia
wewrtrzkomorkowych jondw wapniowych [21] i ich zgZianiu przez domenC2,
nastpuja zmiany w strukturze unitiwiajace whzanie st enzymu z btonami.
Aktywacjc enzymu poza jonami Ga powodow& mog réwniez jony Mg
Najprawdopodobniej domena C2 odpowiadaz¢aka migrae fosfolipazy z cytozolu
w kierunku aparatu Golgiego, powierzchni btony ajgdrowej [22]. Domena C2 jest
zrodiem analogicznych procesow w przypadku 5-lipgiesazy.

1.3. FLAP i syntaza LTG,

Biatko FLAP oraz syntaza LTLCnaleza do duej grupy biatek btonowych
uczestnicacych w metabolizmie eikozanoidéw i glutationu — MAB (Membrane
Associated Proteins in Eicosanoid and Glutathionstaibolism). Do grupy tej nale
takze mikrosomalne transferazy glutationu (MGST-1, MGSTGST-3; microsomal

glutathione transferasg¢®raz syntaza prostaglandyny E [23].

W obrbie MAPEG ludzka syntaza LTC4, biatko FLAP oraz Mi&@Stworz
podgrug. Biatka te maj zblizone budowy. Powtarzgje s¢ elementy to min. struktura

czwartorzdowa (z reguly tworz one dimery, trimery). Kaly monomer posiada
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transbtonowe helisy oraz kilka domen i motywéw ktmalnych stiacych stabilizacii

migdzy podjednostkami, jak rownieddziatywaniu z ligandami [24].

Homologia sekwencji mdzy FLAP i syntaza LT¢Ewynosi 50% [25], midzy
FLAP a syntag PGE 33% [26]. Homologia sekwencji przejawig siie tylko
w strukturach rénego rzdu, lecz rownie w blokowaniu tych trzech biatek przez jeden
inhibitor MK-886 [26].

1.3.1. FLAP

Jest ono jedynym biatkiem uczestricgm w biosyntezie leukotriendéw nie
majacym aktywndci enzymatycznej. Jego ekspresja gasje tylko w komorkach
tworzonych w szpiku kostnym. Z prekursora o 161rakiasach tworzona jest forma
natywna o 149 aminokwasach i masie 16908Da [27RAHFIstanowi integrakn czes¢
btony okotopdrowej. Kazdy polipeptyd posiada trzy helisy transbtonowe (Ryek 2).
Jedyn jego funkcy jest selektywny transfer kwasu arachidonowegoosfbfipazy Aq
do 5-lipoksygenazy oraz ulatwianie 5-LO dwustoprepwprzemiany kwasu
arachidonowego: utleniania do 5-HPETE oraz dehwgdjiatdo LTA,. Dlatego te
inhibicja FLAP prawie catkowicie zatrzymuje prodijkéukotrienéw [28, 29].

Rysunek 2. Biatko FLAP- struktura trimeru [PDB: 2Q7M] .

1.3.2. Syntaza LTG

Syntaza LTG (EC 4.4.1.20) zteona jest z 147 aminokwasow (masa 16212Da).

Tworzy homodimery umiejscowione w bionie okaldjowej oraz reticulum
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endoplazmatycznym [30]. Najprawdopodobniej fragmeatasteczki syntazy LT¢
obecne s tylko po zewntrznej stronie btony okotafirowej (od strony cytozolu) [31],
czym r&nia sic do biatka FLAP, ktérego reszty aminokwasowe unsigjgone § po

obu stronach btony (Rysunek 3).

" N]ﬂrc " An
UU il

TUT N e
a) SRV b) h ¢ c)

Rysunek 3. Poréwnanie umiejscowienia biatka FLAP $yntazy LTC, w blonie okotojadrowe;j
a) Biatko FLAP. b) Najbardziej prawdopodobne lokalizacje syntazy LTG,. ¢) Inne
mozliwe lokalizacje syntazy LTGC,.

Kazdy monomer posiada cztery-helisy (Rysunek 4), o ktérych w takim
przypadku w petni nie nima powiedzié, ze s helisami transbtonowymi. W strukturze
wyrdzni¢ mazna take trzy domeny [32] — hydrofobowectte stabilizujce struktug

czwartorzdowa, rownoczénie dwie z nich g elementami centrum aktywnego enzymu.

Rysunek 4. Struktura syntazy-LTC,: a) dwa homodimery syntazy LTGC, [PDB: 2PNO]
b) Monomer: struktura miejsca aktywnego syntazy, wktérym umieszczony jest glutation
[PDB: 2UUH].

Zadaniem syntazy jest spganie leukotrienu Az glutationem. Enzym ten,
w odr&nieniu od transferaz glutationowych (MGST2 oraz M@§ nie uczestniczy
w dofaczaniu GSH do ksenobiotykow [33].

Miejsce aktywne syntazy leukotrienus @miejscowione jest po zewtnznej
stronie btony okotejdrowej. W przypadku reticulum endoplazmatycznegejsoe to
znajduje s po wewrtrznej stronie btony. Dlatego po syntezie LT€ansportowany
jest do cytoplazmy przez biatka btonowe MRP+hefmbrane protein[31]. Przed
syntez w analogiczny sposéb importowana jest z cytozalisteczka LTA. U myszy

10
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blokada ekspresji biatka MRP-1 catkowicie zatrzyentjansport LT do cytozolu
[34].

Dwie z trzech hydrofobowychefli znajdup sic po tej samej stronie biony.
Pierwsza ptla jednego monomeru wie LTA,4, druga gsiedniego monomeru glutation
[31]. Arginina z pierwszej ¢ili umozliwia tworzenie tiolanu i jego atak na pozycje C6
leukotrienu A, natomiast arginina wefli drugiego monomeru jest donorem protonu dla

tworzacej sk w pozycji C5 grupy hydroksylowej [32].

1.4. 5-lipoksygenaza

Ludzka 5-lipoksygenaza (EC 1.13.11.34) jestzabm z 673 aminokwasow
I posiada mas 77852Da. Pomimo tegage biatko to wyizolowano i sklonowanozu
w latach osiemdziegliych dwudziestego wieku, dotychczas nie udag@wiazat jego
struktury. Biatko to posiada struktutrzeciorzdowa; tworzy tylko monomery. Ludzka
5-LO wykazuje podobiestwo dziatania oraz budowy z innymi lipoksygenazaiakze
innych gatunkéw. Na podstawie roawanej struktury kroliczej 15-lipoksygenazy
(homologia sekwencji z ludzks-LO wynosi 38%) wnioskowamazna, ze w strukturze
obecnych jest wiel@-helis, pojedynczes-struktury, motywy helisa-skt-helisa oraz

motyw 3-baryiki bedacy czscia domeny C2.

Domena C2 znajduje sina N-koncu tacucha. Podobnie jak w przypadku
cytozolowej fosfolipazy A, domena ta specyficzne agze dwa jony wapnia, unitwia
wiazanie s¢ enzymu btonami [35], jak rownieodpowiada za ruch 5-LO z cytozolu
w kierunku powierzchni btony okofgjirowej najczsciej wspolnie z fosfolipag Azq. W
eozynofilach zauweno, ze przemieszczanie ¢si5-LO na powierzchni btony

okotojadrowej jest sprgzone z uwalnianiem syntazy LT{37].

Domena C2 petni funkejregulatora catego enzymu poprzez swoje zdaindo
wiazania jonoéw wapnia oraz adych lipidow: lipidow btonowych, gliceryddw,

fosfatydylocholiny.

W centrum katalitycznym enzymu znajduje siiehemowy jonzelaza F&,
zhelatowany przez reszkwasu asparaginowego (Asn554), trzy histydyny 361
His372 i His550) oraz N-kiwowa izoleucyre (1le673), ktéra jest akceptorem oraz
donorem elektronu w trakcie reakcji enzymatycz@decny w centrum katalitycznym

jon F€", po aktywacji enzymu, zostaje utleniony do jond'Fe

11



Wstep

1.4.1. Lokalizacja 5-LO w komorce

5-lipoksygenaza umiejscowiona jest w cytozolu oramkleoplazmie
w zaleznosci od rodzaju komorki [35]. Lokalizacja tego enzyrdaterminuje miejsce
jego aktywneci. W neutrofilach cytoplazmatyczna 5-LO katalizwjgenianie kwasu
arachidonowego po zewtnznej stronie blony okotagdrowej, w odrénieniu od
makrofagdéw ptucnych geherzykowych) czy komoérek dendrycznych, w ktérych
5-LO zawarta w nukleoplazmie dziata po wetvanej stronie btony okotagrowej [6].

1.4.2. Aktywacja i regulacja aktywnaci 5-LO

Wewmntrzkomorkowa ekspresja 5-lipoksygenazy jest regalwavprzez wolny
kwas arachidonowy uwalniany gtdwnie przez fosfatipA,,. Enzym ten wplywa tate
na aktywné¢ 5-LO. Schematycznie aktywacje, wptyw znfch czynnikébw na

aktywnas¢ 5-lipoksygenazy przedstawiono na rysunku 5.

Ligand {
Receptor
p38, MAPK
< 4 .+ cAMP
= . 5-L0 I&
= -
i AA £ Kinaza A
e feLg ™
chLa, ‘
' FLAP
: Jadro
Komorka

Rysunek 5. Aktywacja, stymulowanie i hamowanie aktynosci 5-lipoksygenazy.

In vivo aktywnda¢ 5-lipoksygenazy mie by regulowana przez jony wapnia,
ATP, fosfatydylocholir, lipidy [38]. Poziom aktywacji 5-LO przez #0e czynniki
w zaleznoéci od rodzaju komorki bywa zmienny. Nie mniej najkz moc
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w aktywacji 5-lipoksygenazy wykazuje jonofor A2318#a jondéw wapnia. Dla
przyktadu w neutrofilach ,klasyczne” mediatory stamapalnego, takie jak: czynnik
aktywupcy ptytki krwi (PAF), fMLP czy LTB, nieznacznie oddziatywaj na
aktywnas¢ 5-LO [39].

Aktywacja oraz aktywn&@ 5-lipoksygenazy stymulowana jest przez liczne
kinazy, poprzez fosforylacje reszt aminokwasowyehCh przede wszystkim seryn:
Ser271, Ser523, Ser663 [40].

Dzieki fosforylacji Ser271 oraz Ser663, enzym p38 MARKitogen-activated
protein kinasg aktywuje 5-LO rownolegle z wewtrzkomdrkowymi jonami wapnia,
a blokada tej kinazy przez inhibitor skutecznie ywd na spadek aktywacii
5-lipoksygenazy [41]. W innych przypadkach aktyveajLO przez kinazy ma miejsce,

gdy brak jest stymulacji ze strony jonéw wapnia.

Kinaza A (PKA -protein kinase Afosforylujac seryr 523 istotnie zmniejsza
aktywnai¢ 5-lipoksygenazy w ludzkich neutrofilach [42]. Seayta umiejscowiona jest
blisko centrum aktywnego 5-LO, dlatego jej fosfagjh stwarza zawadsterycza,
blokujaca dostp do centrum katalitycznego enzymu. PKA hamuje atgr
5-lipoksygenazy w kierunku btony okoigjrowej [43]; dodatkowo wplywa tak na
umiejscowienie 5-LO w komorce, blokuj jej lokalizacg wokét btony okotojdrowej
[44].

Innymi czynnikami wptywajcymi na produkej leukotrienéw na tym etapie ich
biosyntezy jest cAMP oraz peroksydazy. Wzrostzestia komorkowego cAMP
spowalnia dziatanie 5-LO. Peroksydaza glutationowdukuje jonzelaza obecny
w centrum katalitycznym 5-lipoksygenazy, blakwujym samym jej aktywnig.

1.4.3. Mechanizm dziatania 5-LO

Zaproponowane na podstawie wynikbw modelowania kutdenego [45]
centrum aktywne 5-LO po aktywacji zawiera joelaza F&. W wyniku oderwania
protonu od wgla C7 tacucha kwasu arachidonowego jorfFelega redukcji do jonu
Fe*, a wegiel C7 mae utworzy wiazanie podwéjne z wglem C6 (naspuje
.przeskok” wihzania podwdjnego C5=C6) twawz dien. W tej sytuacji wagiel C5,
posiadajcy wolny elektron, jest w stanie pragky¢ czasteczlk tlenu. Zwrot protonu
Zwigzanego przez jozelaza tworzy gruphydroperosydoww pozycji C5 (Rysunek 6).
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5.L0—Fe"
5-L0O z nieaktywnym %
centrum enzymatycznym 5
H(‘ "'\-.H
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5. LO—Fe™ <\
E
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Rysunek 6. Proponowany mechanizm utleniania kwasurachidonowego do 5-HPETE przez 5-LO
(niebieskie strzalki oznaczag zmiane pozycji przez elektron).

W kolejnym cyklu jon F& przejmuje elektron z pozycji C10, co powoduje
przesungcie uktadu dienowego i utworzenie trienuglfiel C6 z wolnym elektronem
tworzy wiazanie z tlenem petzonym ju z weglem C5, stanowC wiazanie
epoksydowe. Wyiczona z grupy hydroperoksydowej grupa hydroksylowarzy

czasteczk wody z protonem oddawanym przez jaaza (Rysunek 7).
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CIOH
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Rysunek 7. Proponowany mechanizm utleniania 5-HPETE@LTA 4 przez 5-LO (niebieskie strzatki
0znaczap zmiang pozycji przez elektron).

1.5.Zr6dta leukotrienéw

Leukotrieny wytwarzé& mog tylko te komorki, ktore zawieraj enzymy
niezkedne w ich biosyntezie. Jednoczesne wpstvanie 5-lipoksygenazy oraz biatka
FLAP ograniczone jest do komorek tworzonych w saplostnym. Komorki te,

syntetyzujce leukotrieny z kwasu arachidonowego, stanotmiv. pierwotnezrodia
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leukotriendw. Inne, mage metabolizow&a LTA; do LTB; Ilub leukotrienow

cysteinylowych, g wtérnymizrodtami.

1.5.1. Pierwotnezrodta komérkowe leukotrienéw

Komorki te ¢ podstawowymzrédiem leukotriendw Bi C, w organizmie.
Zaleznie od rodzaju wytwarzajrozne ilosci i rodzaje leukotriendw. ProdukulTB,
lub LTC,, lecz rzadko oba jednoczee.

Eozynofile g gtownym zrodiem leukotrienu € [46], z ktérych mog by¢
wytwarzane leukotrieny Di E; [47]. Jednake po odpowiedniej stymulacji np.
immunologicznej eozynofile magprodukow@ LTB,. Podobnie mastocytya s stanie
produkow& LTB4 oraz LTG [48], natomiast dojrzate komorki produkujuz tylko
leukotrien G [49, 50].

Makrofagi wytwarzajce LTB, [51, 52] mag takze zdolnd¢ biosyntezy LTG.
Monocyty oraz neutrofile [10] produkujeukotrien B.

Bazofile wytwarzaj LTB,4 jednak po stymulacji swoistym alergenem
przechodz na produkgj leukotrienéw cysteinylowycfb3].

1.5.2. Wtornezrodta komorkowe leukotriendw

W odniesieniu do komoérek etlacych pierwotnymi zrédtami leukotrienow
produkcja LTs przez wtérnezrédia na drodze biosyntezy transcelularnej jest
zdecydowanie mniejsza [h4Komorki te zawieraj hydrolaz LTA,4 badZ syntaz LTC,
to znaczy,ze mog wytwarza tylko LTB,4 albo leukotrieny cysteinylowe. \Akszas¢

leukotrienu A wykorzystywanego w syntezie transcelularnej poeghod neutrofili.

Erytrocyty zawierajce hydrolaz LTA, [55] produkuj LTBg; ich interakcja
z neutrofilami zostata wykazanazjuv latach osiemdziegiych [56]. Migdzy tymi
komédrkami wystpuje bardzo ciekawy mechanizm kontroli produkcjuletriendw.
Wysoka zawart& leukotrienu A powoduje blokowanie aktywsoi hydrolazy poprzez
samobdjcze hamowanie aktywsc0 enzymatycznej i znagey spadek LTB
produkowanego przez erytrocyty. Zmniejszona¢ild.-TA; pobudza erytrocyty do
produkcji LTBy, ktory aktywuje neutrofile do biosyntezy leukotneA,.
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Podobnie komoérki nabtonka dréog oddechowych [57hzorlimfocyty T

wytwarzap LTB4 na drodze metabolizmu transcelularnego.

Neutrofile oddzialywyj takze z komdrkamirodbtonka [58] oraz ptytkami krwi
[59], ktore dzeki posiadaniu syntazy LTQvytwarzaj leukotrien G.

1.6. Eoksyny

Na pocatku tego roku ukazat siartykut opisugcy odkrycie w ludzkich
eozynofilach nieznanych dotychczas pochodnych kwaachidonowego — eoksyn [60].
Stanows one analogi leukotriendw cysteinylowych. Rownieh biosynteza jest bardzo

podobna do produkcji cysLTs.

Alternatywnym szlakiem przemiany kwasu arachidorngovevobec przemiany
przez 5-lipoksygengzoraz cyklooksygenazjest utlenianie kwasu arachidonowego
przy udziale 15-lipoksygenazy do kwasu 9Q9iydroperoxy-eikozatetraenowego [15-
HPETE] oraz kwasu 155-hydroksy-eikozatetraenowego [15-HETE]. 15-HETIStje
podstawowym metabolitem kwasu arachidonowego pdyvstav wyniku aktywndgci
enzymatycznej 15-LO [61]. 15-HPETE u® ulegé dehydratacji do kwasu 14,15-
epoxy-eikozatetraenowego (14,15-LJJA Ten analog LTA jest sprzgany
z glutationem w pozycji C14. W ten sposob powstdid5-LTC, (EXC,) (Rysunek 8).

OH HO
HsC / \ \ \ \O
S
NH,
OMNH LTC,
X
o
NH, o N4
;O
HO
OH OH
HaC D N X = o
s
NH,
o NH EXC4
A I —
NH, ) N

£

HO

Rysunek 8. Poréwnanie struktur LTC,; i EXC,.

17



Wstep

W czasie inkubacji in vitro eozynofili z kwasem ena@onowym ponad
produkcg LTC, preferowana jest synteza 14,15-,TIEEXC,), ktory jest przeksztatcony
do 14,15-LTD (EXD,) a dalej do 14,15-LTE(EXE,) [61]. In vitro synteza wyicznie
leukotrienow cysteinylowych nagtuje po aktywacji jonoforu wapniowego, natomiast
czynniki prozapalne takie jak PGEraz IL-5 stymuluj produkcg EXC,, coswiadczy
otym, ze w te] biosyntezie wykorzystywany jest kwas ardohbwy zawarty
w komorce. Obecrié EXC, zostala stwierdzona rowriev mastocytach oraz polipach

nosa, i zapalnych komérkach Reed-Sternberga [62].

In vitro eoksyny zwikszap przepuszczalrié komoreksrodbtonka. Sugeruje to,
ze réwnie te pochodne kwasu arachidonowego zawiaguepuszczalrigia naczy,
a w mocy dziatania nieznacznie usteplif D4 oraz LTG.

1.7. Receptory leukotriendw cysteinylowych

Dotychczas odkryto i sklonowano dwa ludzkie reogpt leukotrienow
cysteinylowych: cysLT1R [63, 64] oraz cysLT2R [65Dstatnio pojawity i
doniesienia o odkryciu nowego receptora odmienmebdwojki pozostatych.

1.7.1. Receptor typu 1

CysLT1R wystpuje w komoérkach mini gtadkich oskrzeli, bazofilach,
neutrofilach, monocytach, makrofagach, eozynofilaoki obwodowej, limfocytach B
czy komoérkach macierzystych krwi CD34 [66]. Aktywgthdbiologiczna leukotriendw
cysteinylowych jest w znacznej gzi pozapalna - cysLTs powodugwezanie drog
oddechowych (skurcz riini gtadkich oskrzeli, zwikszenie przepuszczaléw naczy
wiosowatych (wysiki), chemotaksj eozynofili). Wszystkie wymienione zjawiska s
skutkiem pobudzenia receptora typu pierwszego (T$R) [63, 67]. Receptor ten jest
réwniez celem dziatania kilku antagonistéw — lekow przeastmatycznych takich jak:
montelukast (MK-0476, Merck Sharp Dome) [68], dakast (ICI 204,219, Zeneca
Pharmaceuticals) [69] czy pranlukast (ONO-1078,tBiKiine Beecham) [70].

Receptor ten zbudowany jest z 337 aminokwasOw zwggch siedem
transbtonowych helis spgzonych z biatkiem G (GPCR: G-protein-couplesteptor)
[63].
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1.7.2. Receptor typu 2

Drugi typ receptora - cysLT2R ziony z 346 aminokwasow - wykazuje
38%-owa homologe z cysLT1R [71]. Obecrsé mRNA receptora typu 2
zidentyfikowano w komorkach Purkiniego serca, kdkagéh mesni gtadkich drog
oddechowych, leukocytach, rdzeniu nadnerczy oraaéagu [71, 72]. Pobudzenie tego
receptora zwizane jest z tym dziataniem leukotriendéw, ktére dayy naczy
krwionosnym [73], ich zwzeniem, wysikami. Pobudzenie cysLTR2 w mozgu

prowadzi do ostabienia bariery krew-mo6zg skuikajobrzkiem mdzgu [74].

Wspolna aktywacja obu receptorow jest charaktecgsty dla bazofili,
mastocytéw, monocytéw, eozynofili czy makrofagovh,[76]. Antagonici receptora
typu 1 (montelukast, zafirlukast, pranlukast) wyljaz stabe powinowactwo do
receptora typu 2; szczegolnie niska kompetycja ¢pygeé wzgedem leukotrienu R
Przykladem nieselektywnego antagonisty obu typéeepwora jest BAY u9773 [77]
lecz jego uytecznd¢, jako antagonisty cysLT2R, jest bardzatpliwa. Kilku autorow
[65] dowodzi, ze BAY u9773 wykazuje wkgiwosci agonisty receptora typu Il
porownywaln, z LTE,, jak rownie powoduje skurczyt ptucnych [78].

1.7.3. Receptor GPR17

Przed dwoma laty doniesiono o odkryciu kolejnegmtypowego receptora
leukotrienéw cysteinylowych [79Receptor GPR17 jest swego rodzaju hyhmydedzy
receptorem nukleotydéw purynowych (P2Y) oraz reweyh leukotrienow
cysteinylowych (cysLTR). Jest on aktywowany zaréwpwzez leukotrieny oraz
nukleotydy takie jak uracyl, a jego pobudzenie pdaw do wzrostu skenia
wewmtrzkomorkowego wapnia oraz inhibicji cyklazy adeswej. Wystpowanie
receptora tego typu zlokalizowano w organach ztargch na niedokrwienie, jak serce,

mozg, nerki.

Badania przeprowadzone na myszach pokazig blokowanie GPR17 przez
antagonistéw P2Y oraz cysLTR istotnie alaiuszkodzenia tkanek spowodowane
stanem niedokrwiennym. Autorzy tych badasugeryy, ze GPR17 w stanach

niedokrwiennych odpowiada za negatywne dziatanikd&ienow i nukleotydow.
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1.7.4. Powinowactwo leukotriendw cysteinylowych do recegrow

Najwyzsz  biologiczrp  aktywnad¢ wobec receptorow leukotrienéw
cysteinylowych typu 1 i 2 wykazajleukotrieny D oraz G. LTE4 dziatasrednio okoto
60 razy stabiej (zafmie od rodzaju komorki i typu receptora od 10 dO i&ry stabiej).

Dla receptora cysLT1R szereg aktywoio leukotriendw cysteinylowych
wyglada nasfpujaco LTD, > LTC, > LTEs; [63, 72]. Dla receptora typu Il
LTD4=LTC, > LTE4[65, 71, 72].

Leukotrien G najprawdopodobniej nie dziata bezpadnio na receptory tylko
ulega przemianie do LTP ktéry to aktywuje receptory. Taka hipoteza ttumac
zblizone oddziatywanie obu leukotrienéw, a zarazermic® w czasach reakcji po
podaniu leukotrienéw; w przypadku LT[@zas ten wynosi okoto 5min, dla LTGkoto
12-20min.

1.8. Fizjologiczne dziatanie leukotriendw cysteinyleych

Leukotrieny cysteinylowe, znane uprzednio jako wobliziatajce substancje

w anafilaksji (SRS-A), obecne przy kadym stanie zapalnym. Dziajapa oskrzela
stukrotnie silniej ardeli histamina. Powodajwiele efektéw patofizjologicznych:

- skurcz oskrzeli i zwkszenie ich nadreaktywbo oraz wzmaong produkcg

wydzieliny §luzowe]

- obrzk btony sluzowej oskrzeli

- zwigkszenie przepuszczaléw naczyi wlosowatych, powstawanie przespw

- utatwianie migracji komérek zapalnych przeadbtonek naczy [80]

- nasilenie stanu zapalnego [81], aikuz czy odmy [82].

Leukotrieny petri funkcjg waznego mediatora prozapalnego w patogenezie
astmy [83]i choréb alergicznych [84]chorobach ukfadu kgenia, pokrzywki czy

atopowego zapalenia skory [81].

Pobudzaj do wzrostu komérki neéni gtadkich drog oddechowych, czym nmaog
przyczyni& sic do przebudowy oskrzeli [85] i trwatej utraty czysai wentylacyjnej
w przewlektej astmie ¢ikiej [86].
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Ich produkcja jest zwkszona w wielu chorobach, takich jak: astma osknzal
[86], uogllnione stany zapalne i zakaia [87], zesp6t ostrej niewydolktd
oddechowej [88, 89].

U oso6b cierpicych na astm wyskpuje wzmaone wydzielanie leukotrienusE
W moczu podczas zaostrzenia astmy, astmie wysitk@eewysitku lub prowokaciji
zimnym powietrzem, astmie atopowej po prowoka@rgénem, astmie aspirynowej po
prowokacji aspirya. U os6b z astmaspirynowa (AIA) zawarta¢ LTE, w moczu jest
okoto 4-6 razy wiksza ni u astmatykéw dobrze tolengiych aspiryn (ATA). Po
prowokacji aspirya roznica & zwicksza st jeszcze bardziejs(ednio czterokrotnie)
[90].

Takze poza moczem w okresie objawowym u astmatykowepag zwikszone

wydzielanie leukotriendw Bi C, w poptuczynach oskrzelowazgherzykowych (BAL).

Leukotrieny cysteinylowe wzmagajodpowied chemotaktyczm LTD, jest
chemoakraktantem wobec eozynofili, pobudza bioggntd -1 przez monocyty.
Podobnie jak IL-2 mze stymulowa produkcg interferonéw przez limfocyty T.

1.9. Substancje chemiczne o dziataniu antyleukotm®wym

Hamowanie dziatania leukotrien6w cysteinylowydhTiB, maze przebiegéana
kilku niezalenych etapach syntezy leukotriendw Ilub blokowaniaceptorow.
Stosowane obecnie leki antyleukotrienoweznasklasyfikowa ze wzgédu na miejsce
ich dziatania na nagbujace grupy:

- inhibitory 5-lipoksygenazy

- inhibitory FLAP

- antagonici receptoréw leukotrienéw cysteinylowych

- antagorici receptorow leukotrienu 8

Dwa pierwsze typy lekéw antyleukotrienowych skigpiaic na hamowaniu

produkcji leukotriendw, pozostate na blokowaniu dzatania.
1.9.1. Inhibitory 5-lipoksygenazy
Jest to pierwszy etap na szlaku syntezy leukdiviergdzie mana hamowaé ich

produkcg. Inhibitory fosfolipazy Aq nie & dobrym rozwizaniem, gdy blokuja
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biosyntez innych eikozanoidéw. Dodatkowo glikokortykoidy klgace cPLA nie
wstrzymup w petni produkcji leukotrienéw, a zekszaj ekspresj biatka FLAP
i 5-LO.

Inhibitory 5-lipoksygenazy ze wzglu na mechanizm dziatania oma podziek
na grupy:

- inhibitory blokupce redukaj jonuzelaza

- inhibitory helatugce jonzelaza

- inhibitory kompetycyjne wobec kwasu arachidonoweg

- inne o mieszanym lub nie znanym mechanizmie daiat

1.9.1.1. Inhibitory 5-LO blokujace redukcje jonu zelaza

S to substancje unienatiwiajace redukaj jonu FE" do Fé* nieztydmg w cyklu
utleniania kwasu arachidonowego. 4wki te zawierg lipofilne elementy mogre
tatwo sk redukowa, na przyktad: kwas kawowy, flawonoidy (np. cirsl)i kumaryr,
lub pochodne fenidonu. Charakteryzugic wysoky skutecznécia w blokowaniu
aktywnaci 5-LO, ale niestety wykazaj niska selektywné¢ dziatania. Hamuj
aktywna¢ innych lipoksygenaz: 12-LO, 15-LO oraz cyklooksyge. Posiadajwiele
niepazadanych skutkéw ubocznych (tworzenie methemoglobiay)ake interferuy
zinnymi ukladami, w ktérych nagiuja reakcje redoks. Przyktady lekéw

antyleukotrienowych blokagych redukaj F€** przedstawiono na rysunku 9.

0 CHs —
CF3
\ ")
HaC )
_— Ho BW755C
cl O—ch,
HsC / . O
%
HO L,
L-656,224

Rysunek 9. Wzory strukturalne inhibitorow 5-LO blokujacych redukcje jonu zelaza.
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- AA-861: (Biomol) - stosowany protekcyjnie w obku moézgu po krétkotrwatych
stanach niedokrwiennych [91]

- L-656,224: blokuje syntezL Ts w leukocytach (165 = 40nM). Jest rowniestabym
inhibitorem 12-LO, 15-LO, COX-1.

1.9.1.2. Inhibitory 5-LO helatujace jonzelaza

Leki tego typu s najczsciej pochodnymi N-hydroksykarbamidu lub kwasu
hydroksamowego. Helatujjon zelaza, posiadajz reguly cechy stabego reduktora.
W poréwnaniu do zwizkow blokupcych redukgj jonu zelaza charakteryzaj si
wyzszy selektywndcia dziatania. Przyktady takich substancji przedstawigonzej
(Rysunek 10).

NH,
(e} HO\ /4
NN
b oo
NH NH,
S CHs
BW-A4C A-64077, Zileuton
r CHs oH
=
2
S H >/‘NH2
0]
ABT-761

Rysunek 10. Wzory strukturalne inhibitorow 5-LO helatuj acych jon zelaza.

-  BW-A4C (Sigma-Aldrich): kwas hydroksamowy, inhihit6-LO w granulocytach
(ICso = 40nM) [92], ostabia resorpgcjtkanki kostnej. Jego pochodna, kwas
acetylohydroksamowy jest bardziej selektywny w faiai, jednak dziata tylko in
vitro, in vivo jest bardzo szybko usuwany

- A-64077: zileuton, stabilna pochodna N-hydroksykanidu o stabszym dziataniu
niz BW-A4C — 1Go= 500-1000nM. Dotychczas jedyny dopuszczony ggku lek
z tej grupy inhibitoréw. Podawany doustnie, wchéask szybko [93]. Wize sk
z biatkami w 93%. Ma krétki czas dziatania - czasopvicznego rozpadu okoto 2,5
godziny

- ABT-761: atreleuton - w badaniach na zwigarh charakteryzuje isilniejszym
dzialaniem od zileutonu oraz dizym czasem poéitrwania (okoto 15 godzin),

jednake wykazuje silne interakcje w lekami steroidowymi.
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1.9.1.3. Inhibitory 5-LO - kompetytory kwasu arachidonowego

Poprzez swoje podolistwo strukturalne do kwasu arachidonowegavgsoce
selektywnymi inhibitorami 5-LO. Przykiady zaprezewano na rysunku 11.

F
H
= 0]
O N “CH
| 3

CHs;

A C
L-697,198
L
: f

Rysunek 11. Wzory strukturalne inhibitoréow 5-LO kompetycyjnych wobec kwasu arachidonowego.

- ZD-2138 (Zeneca Pharmaceuticals): pochodna kwasu settilotiazolowego
oraz metoksytetrahydropiranu, stabo rozpuszczalnyaedzie o krotkim czasie
pottrwania. Jego pochodna etylowa — ZM 230487 phtiejszym inhibitorem
(ICs0 = 20-50nM) [94]

- L-697,198 (Merck-Frosst): spgzenie metoksyterahydropiranu i naftalenu, hamuje
biosyntez leukotrienu B w neutrofilach (IGy = 1,5nM).

1.9.1.4. Inhibitory 5-lipoksygenazy o mieszanym lubie znanym mechanizmie
dziatania

W tym roku wykazano [95]ze celekoksyb (G.D. Searle & Co.) selektywny
inhibitor cyklooksygenazy 2, wprawdzie w mniejszgtopniu, lecz hamuje aktywfo
5-lipoksygenazy. Dotychczas nie ustalono, jaki jestchanizm blokowania 5-LO.
Poroéwnujc struktue celekoksybu (Rysunek 12) do innych inhibitorow G;Lmazna
przyja¢ hipotez, ze nie jest to inhibitor blokagy redukcg jonu zelaza czy te

helatupcy go. Autorzy [95] sugerajistnienie innego, nowego mechanizmu blokowania
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Rysunek 13. Wzory strukturalne inhibitoréw FLAP.

Wstep
aktywndaci 5-lipoksygenazy. Warto zazna&zye celekoksyb nie hamuje 12-LO oraz
15-L0O.

O\\ _NH,
A
Q ’
F
p
F
/
F
CHs

Rysunek 12. Wzér strukturalny celekoksybu.

1.9.2. Inhibitory FLAP

Inhibitory te pozwolity zidentyfikowé& biatko FLAP i wykazé jego niezkdna
obecndé¢ w procesie biosyntezy leukotriendéw [96]. Zwki te hamujc produkcg
leukotrienéw [

nie blokaj 5-lipoksygenazy. Przyktady inhibitorow FLAP
zaprezentowano na rysunku 13.
Cl

MK-886 MK-591
H
- 010
/ COOH
N

BAY X1005
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- MK-886: 15-deoksyA'**“prostaglandyna,JMerck-Frosst) (1§ = 2,5nM)

- BAY X1005 (Cayman Chemical): o podobnych $diavosciach jak MK-886

- MK-591 (Merck-Frosst): zwizek kzdacy pohczeniem elementow MK-886 i BAY
X1005.

1.9.3. Antagonista receptorow leukotrienu B

Najbardziej] znanym inhibitorenmeceptora leukotrienu B— LBT1 jest LY
293111 [97] (Rysunek 14). Zwzek ten jest tatle stabym inhibitorem 5-lipoksygenazy,
w badaniach in vitro wykorzystywany jako lek antyradworowy [91].

F H5C
COOH
0
O CH,
HO o~ "0

Rysunek 14. Wzér strukturalny LY 293111- antagonistyreceptora LTB,.

1.9.4. Antagonéci receptoréw leukotrienow cysteinylowych

Zwiazki tego typu, bdac antagonistami receptorow cysteinylowych typubl Iy
blokuja dziatanie leukotrienéw £ D4 oraz E. Charakteryzuj sie niska toksyczndcia.
Sq stosowane eZciej u dzieci nk dorostych. Przyktady lekéw przeciwastmatycznych

tego typu przedstawiono na rysunku 15.
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Rysunek 15. Wzory strukturalne antagonistow receptaw leukotrienéw cysteinylowych.

- MK-0476 montelukast (Merck Sharp Dome), ICI 204,2i8firlukast (Zeneca
Pharmaceuticals), ONO-1078 pranlukast (SmithKlire®@am), inhibitory
cysLTR1, wykazujce stabe dziatanie wobec cysLTR2

- BAY u9773 (Cayman Chemical) nieselektywny antaganigeceptoréw cysLTR1
oraz cysLTR2.
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Zatozenia i cele pracy

2. ZALOZENIA | CELE PRACY

Pomiar leukotrienu Ew moczu pozwala ocehiogélnoustrojow produkcg
leukotriendw cysteinylowych. Oznaczenie ul,TEmazliwia ocere standéw zapalnych
przebiegajcych ze zwgkszory produkcy leukotriendw oraz skuteczéioprowadzonej

terapii.
Celem tej pracy jest:
1. Opracowanie metodyki oznaczania leukotrieawEnoczu.
2. Optymalizacja i standaryzacja nowej metody LC/MS.

3. Praktyczne wykorzystanie nowej metody do pomiarliieju chorych na asten

choroby uktadu kizenia oraz os6b zdrowych.

4. Porobwnanie pomiarbw uzyskanych za pomom®pracowanej metody
Z oznaczeniami wykonanymi powszechnie stosaw&omercyjm technilg
ELISA.
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Materiaty i metody

3. MATERIALY | METODY

3.1. Optymalizacja sprztu i metody oznaczania ULTE
3.1.1. Optymalizacja spektrometru masowego

W badaniach wykorzystywano spektrometr masowy LCdyahtage (Thermo
Finnigan) zzrédtem jonéw typuelectrosprayi putaplka jonowa jako analizatorem.
W trakcie optymalizacji stosowano leukotrien , HCayman-Chemical): masa
czysto > 97%,

w etanolu, pochodzenie — brak danych,zlmee domieszki: izomer 11-trans-LTE

czasteczkowa: 439,6 g/mol, s§zenie 50mg/ml, rozpuszczony

W tabeli 1 przedstawiono fizyczrcharakterysty& LTE,.

Tabela 1. Charakterystyka leukotrieny E

Wz64r sumaryczny

63H37/NOsS

Masa czsteczkowa gredniona

439,610 g/mol

Masa casteczkowa monoizotopowsa

A

439,239 g/mol

Na rysunku 16 przedstawiono widmo fragmentacyjes@ianego standardu,

potwierdzajce, ze jest to leukotrien E

18-08_LTA 01#401 RT:6.11 Av: 1 ML 1.28E4
To+cESH o dll ms2 440.00625.00 [ 180.00-450.00]
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Rysunek 16. Widmo fragmentacyjne LTE;: jonizacja pozytywna, jon macierzysty m/z = 440 8,5,
energia fragmentacji 25%, zakres skanowania dla jodw potomnych m/z = 180 — 450.

W wyniku przeprowadzonych baftlazestawione w tabel

2 parametry

spektrometru wydajsic by¢ najlepsze w przypadku badanego analitu.
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Tabela 2. Ustawienia spektrometru masowego (LCQaAthge, Thermo Finnigan).

Parametryrédia jondw
Napicie -5.2kVv
Przeptyw gazu 10
Temperatura kapilary 220°C
Napicie na kapilarze 27V

Parametry putapki jonéw
Napkcie na skimerze 55.00 V
Czas otwarcia 50 ms

Napicie na kapilarze dapillary voltagg wynosito -5.2kV. W badaniu
stosowano joniza¢j dodatni, poniewa intensywndé¢ sygnatu dla leukotrienow
cysteinylowych, w odrinieniu od prostaglandyn F, E, jest znaczniezszg dla tej
jonizacji anteli dla negatywnej, chociawybér tego trybu jonizacji wazat sk
z podniesieniem poziomu tta (Rysunki 17 i 18). Tenapura kapilary wynosita 220°C;
dla wyzszych temperatur intensywsto zmniejszata si w zwiazku z fragmentagj
analitu. Parametry: nagmie na kapilarze oraz skimerze svynikami autotuningu,

pozostate byly zmienianeaznie.

Czas otwarcia putapki ustalono na 50ms. Jest toluragy czas otwarcia
putapki, dla ktérego empirycznie wykazano maksinmatensywndci pikow dla LTE
i d3-LTE4. Przy wydhzonym czasie napetniania putapki jonowej npgfe fragmentacja
analitu w putapce i najprawdopodobniej zjawisiqmace chargg98], co prowadzi do

spadku ildci zliczanych jondw.

Wsréd tych parametrow najeliszy wpltyw na podniesienie liczby zliczanych
jonéw mialy przeptyw gazu, temperatura kapilary zorezas otwarcia putapki -
parametry, ktére w najwkszym stopniu wplywaly na efektywfo jonizacji oraz
stabilng¢ wytworzonych jonow. Optymalizacja tych trzech paesrow pozwolita na
ponad 60-krotne podniesienie intensyégio wzgldem wartéci parametrow
wyznaczonych w procesie autotuningu. Galowo optymalizacja spowodowata wzrost
intensywndci pikdw o ponad dwa edly wielkasci.
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11-08_LTE_O01 #474-478 RT: 8.15-8.22 AV 5 NL 1.83E5
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Rysunek 17. Widmo masowe LTE— jonizacja negatywna.
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Rysunek 18. Widmo masowe LTE— jonizacja pozytywna. Widoczny jon m/z = 381,5 tpozostat@é
mieszaniny kalibracyjne;j.

3.1.2. Optymalizacja chromatografii cieczowej

Uktad

z odwréconym uktadem faz — pompa LC Pump Surveybefmo Finnigan) z koluman

cieczcowy stanowit  wysokosprawny chromatogratieczowy

o srednicy wewntrznej 1.0mm i dhugéci 15cm, z wypetnieniem C18 PepMap 100,
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o ziarnistdci 3um (LC Packings). Kolumgyita wymieniono po wykonaniu wgbnych
eksperymentéw na kolumrZorbax Eclipse XDB-C18 (Agilent Technologies, USA)
srednica wewatrzna 1mm, diug@& 15cm, ziarnist&¢ 3,5um, z dohczom prekolumm
Zorbax Eclipse XDB (Agilent Technologies, USAjednica wewgtrzna 1mm, diugg
17mm, ziarnisté&¢ 5um. Wymiana kolumny podyktowana bytagstym przytkaniem si
pierwszej kolumny, wptywagym na zmienne wydhanie s¢ czasu retencji. Druga
kolumna z daiczors prekolumm charakteryzuje si wysoky stabilngcia pracy -
czasOw retencji i énien (oporéw). Czas retencji dla tego samego rozdziatu
gradientowego w przypadku kolumny Zorbax EclipseBXillegt skréceniu z 27,44min

do 26,15min. Kolumny stabilizowano termicznie w paraturze 25°C.

Rozdziaty chromatograficzne wykonywano stasujradient z faz polarra (A):
H,O (J.T.Baker albo woda demineralizowana MILIQplusy Milopore), 0.02% kwas
trifluorooctowy - TFA (Sigma-Aldrich), 10mM kwas tmwvy — AcOH (Merck-
Schuchardt) oraz fazniepolarm (B): acetonitryl - ACN (J.T.Baker), 0.02% TFA,
10mM AcOH. Parametry rozdziatu gradientowego zast@sie w pracy przedstawiono

w tabeli 3.

Tabela 3. Uklad faz w rozdziale gradientowym.

Czas [min]| % Fazy A| % FazyE
0-5 100 0
10 60 40
15 80 20
20-30 0 100
30-45 100 0

Wprowadzenie do eluentu kwaséw octowego i triflemtowego shayto

uzyskaniu lepszej jakoi chromatogramu. Jonizacja asteczek leukotrienu po
zakwaszeniu eleuntu kwasem octowym jest bardziefawma (o okoto 15%) w stosunku
do kwasu mrowkowego [99]. Niewielka #® TFA (0,02%) poprawia symegripikow

chromatograficznych, poniewa znosi oddzialywania niespecyficzne peday
analizowanymi zwizkami a wypetnieniem kolumny. Po dodaniu TFA szefdkpiku

ulegta skréceniu z okoto 50-60s do 40-45s, przedeystkim od strony ramienia

Zskpujacego.
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W badaniu postanowiono stosajako faz niepolarm acetonitryl. Innezrodia
[100] sugerui, ze najlepszy dla rozdziatu produktéw 5-lipoksygengest metanol, Za
acetonitryl jest lepszy w przypadku rozdziatu patmych cyklooksygenazy (COX) —
prostanoidow. W badaniu tym zdecydowano jedealstosowé& acetonitryl, gdy
wazniejsze od rozdzielenia #dych leukotrienéw bylo uzyskanie dobrych widm
masowych i chromatogramu. Dla tych samych przepiywoetonitryl zapewniat lepsze
zag;szczenie leukotrienus=srednio opuszczat on kolumanv czasie 30s, w od#zaieniu
od 45s w przypadku metanolu. Poniewawydajngci jonizacji dla obu

rozpuszczalnikéw byly poréwnywalne, do dalszeggtku wybrano acetonitryl.

Wykorzystywana pompa me tworzy gradient przy przeptywie povig)
10Qul/min ze wzgédu na mieszalnik znajdagy sk przed ttokami pompy — mieszanie
po stronie niskich énien. Uzyskanie rozdziatu gradientowego dla stosowarkgttimn
mozliwe byto dzeki zastosowaniu podziatu eluentsplitu); dla przeptywu 15@l/min
na kolumnie Zorbax Eclipse XDB uzyskano przeptywprzedziale 30-40ul/min,
cisnienie dla fazy polarnej wynosito 116baréw oraz &Pw dla fazy niepolarnej. Do
wykonania splitu zastosowano tréjnik oraz 17,8m imek kapilary o srednicy

wewrgtrznej 9gum.

3.2. Grupy badanych

Materiat do bada stanowity prébki moczu pobierane od pacjentéw
uczestniczcych w badaniach naukowych prowadzonych w Il KatediChordb
Wewrgtrznych CM UJ oraz od oséb zdrowych:

a) osoby zdrowe — 50 0s06b (nr zgody komisji bioety; KBET/148/B/2005)

b) pacjenci poddawani zabiegom angioplastycznyr.dsdby (nr zgody

komisji bioetycznej KBET/138/B/2006)
c) chorzy na asten- 38 0s6b (nr zgody komisji bioetycznej KBET/142605).

33



Materiaty i metody

3.3. Przygotowanie prébek

Pobrane prébki moczu przechowywano w temperatur8@°G. Czas
przechowywania byt krotszy nb miesgcy i nie miat wptywu na zawargé mierzonego
analitu. Jeeli w moczu znajdowata sidomieszka krwi (krwiomocz) prokkwirowano
w celu sedymentacji elementéw morfotycznych (406QrpglOmin) a supernatant
zamraano. Po rozmrgeniu probki moczu wirowano by usun striaty moczanowe
(4000rpm, 10min). Wirowanie moczu natychmiast panmmzeniu pozwala unikag
wytracania st kwasu moczowego w kolejnych etapach analizy, dtateazda probka

byta zamraana, nawet gdy nitiwa byta jej natychmiastowa analiza.

Objetos¢ 25ml tak przygotowanego moczu mieszano z 25mlwoat soli
fizjologicznej buforowanego fosforanami (PBS) o pH 7,2 (nawaka PBS,
Eurolmmun). Prawidtowy mocz ma lekko kéimy odczyn. Ponadto wygiuje
zmiennd¢ odczynu pomidzy probkami od rénych o0sob, jak rownie pomidzy
prébkami pobranymi od tej samej osoby wmgm czasie. Obuone pH, jak réwnig
jego zmienné&c, wptywaja na stopié odzysku leukotrienu z moczu w ngstym etapie
przygotowania matrycy biologicznej. Dodatek PBS doowvat pH do wartéci

optymalnej dla zastosowanej techniki immunoadsqregy

3.4. Izolacja leukotrienéw cysteinylowych z moczu

Do mieszaniny réwnych offiosci moczu i PBS umieszczonych
w stazkodennych probdéwkach polipropylenowych o pojegmmo50ml (Falcon lub
Saerstedt) dodano standard wetkamy w ilosci 1500 albo 2500pg3€20,20,20]-LTE
(Biomol) oraz 100 lub 156 zawiesiny mikrocastek sefarozy optaszczonych mysimi
przeciwciatami monoklonalnymi Cysteinyl-Leukotriengffinity Sorbent (Cayman
Chemical) (Rysunek 19).

N

@

a) b)
Rysunek 19. Mikroskopowy obraz ziarernzelu Cysteinyl-Leukotriene Affinity Sorbent (Cayman
Chemical). a) 100-krotne powgkszenie, b) 400-krotne powgkszenie.
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Rdzne ilosci wzorca wewatrznego wynikaty z rénic w oczekiwanej iléci
analitu. Wzorzec o masie 1500pg byt dodawany ddogkdosdb zdrowych tak, aby
ilosci ds-LTE4 i analitu byly zblizone. W przypadku probek pacjentéw, ktérzy mieli
wykonywane zabiegi kardiologiczne, dodawano 250@gd.TE,. Badania wiasne
wykazaly, ze proporcja analit:wzorzec w zakresie 0,2-2 nie ywpt na wynik
oznaczenia, dlatego w kolejnych analizach dodaw#s@0pg wzorca. Réwnolegle ze
wzrostem ildci wzorca zwgkszono iléd¢ czstek adsorpcyjnych. Ich zdoléo
adsorpcyjna cgsteczek leukotrienu ££wynosi co najmniej 100ng/ml. Producent nie
podaje informacji na temat specyficZob przeciwciat oraz stalej dysocjacji
przeciwciato-leukotrien. Z innych ba@lavartas¢ statej dysocjacji szacowana jest na
3pg/ml (12,83 pM).

Dodanie znanej ikzi identycznego chemicznie standardu do prébkidgjiiznej
przed rozpooxiem izolacji analitu i jego pomiaru pozwala na lgmnsagj btedu
metody spowodowanego zmienmwydajnagcia immunoadsorpcji oraz ograniczpn
sprawndcia i nieilosciowym transferem analitu do systemu pomiarowegartego na

spektrometrii mas.

Calas¢ reakcji immunoadsorpcyjnej umieszczano na 20mintemperaturze
37°C w probdéwkach s#xodennych o pojemnoi 50ml, a naspnie delikatnie
mieszano przez 40min postugajsk mieszadtem rolkowym, po czym wirowano (5min,
500g) w celu sedymentacji gstek adsorpcyjnych. Nagtsz zlano, osad adsorbenta
przeniesiono na probéwek polipropylenowych o pojeson2,5ml. Materiat ptukano

2,5ml PBSu i ponownie wirowano (5min, 500g) w ceddlymentacji adsorbentu.

Producent immunoadsorbentu w instrukcji z 2004 ro&iecat przeprowadzenie
dodatkowego ptukania wad Stosowany wzorzec posiada deutery w tegs@iz
czasteczki leukotrienu, ktéra najprawdopodobniej steinoczes¢ epitopu dla
przeciwciat. Mae to powodowa efekt Ubbelohde'a(efekt izotopowy polegagy na
wydtuzeniu wazan wodorowych po wymianie w twogeych je casteczkach protonu na
deuter). Taki efekt bylbyrodiem istotnego kblu systematycznego prowadego do
zawyzenia wyniku oznaczenia. Dodatkowe ptukanie wadhniejszytoby si jonowa
roztworu, co w konsekwencji powodogvanogtoby dalsze ostabienie agania wzorca,
jak rowniez i analitu przez przeciwciata. Wykonane analizy b@ié wody, ktog
przeptukiwano immunosorbent, nie wykazaty jednozna obecnéci deuterowanego

leukotrienu; w przypadku dwoch probek dla masyasteretencji charakterystycznego
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dla &-LTE, obserwowano pik nieznacznie wyataj ponad poziom szuméw. Pomimo
braku przekonucych dowodéw na niegadars elucg deuterowanego standardu
zrezygnowano z dodatkowego przemywania immunostubevodh. W instrukcji

producenta z 2006 roku brak jest junformacji o dodatkowym wykonaniu ptukania

Z wzyciem wody.

Po przemyciu, immunosorbent zawieszono w schtodrodyg -15°C metanolu
czystéci HPLC (J.T.Baker). Caké dynamicznie mieszano przez 5 minut z/aiem
Vortexu, a nagpnie wirowano (10min, 4500rpm). Nagg metanolu, ktory wyptukuje
z immunosorbentu zwzane z przeciwciatem leukotrieny, zbierano do npkobéwek

Eppendorfa. Plukanie schtodzonym metanolem powtargszcze dwukrotnie.

Metanol zebrany po elucji leukotrienu odparowanod pamniejszonym
cisnieniem (CentriVap, Labanco) do eftmsci 40-5Qul. Przed analiz w uktadzie
LC/MS problke wirowano, aby nie wprowadzido ptli wstrzykowej ewentualnych

pozostatéci sefarozy.

Rejestragg widm masowych wykonywano w trybie monitorowania
pojedynczego jonu SIMSingle lon Monitoringyw zakresie m/z = 439,0- 444,0. Zakres
ten obejmowat zaréwno analit oraz wzorzec wevamy: dla LTE m/z = 440,1-440,4,
dla &-LTE4 m/z = 443,1-443,4. Zastosowanie trybu monitoro@awielu jonow -
osobno analitu i wzorca - waato s¢ z dwukrotnym spadkiem liczby rejestrowanych
jonow.

Analiz¢ widm masowych przeprowadzono programem Xcalibdr (T.hermo
Finnigan). Oznaczenie LTE polegalo na pomiarze powierzchni pikow

chromatograficznych (nie dokonywano odejmowania iodstawowej).

3.5. Oznaczanie leukotrienu Ew moczu przy wyciu komercyjnego
zestawu ELISA
W badaniu tym g#ywano zestawu Leukotriene,EEIA Kit firmy Cayman
Chemical. Zestaw ten wykorzystuje w oznaczeniu ketytgwne whzanie przez
immobilizowane przeciwciato monoklonalne leukotien jego analogu (tracera)
znakowanego achetylocholinoesterafAchE). Kolejnym etapem oznaczenia jest
przeprowadzenie barwnej reakcji enzymatycznejzedtie znacznika jest zawsze stale,

natomiast réna zawarté& LTE4, w probce powoduje zmiearilos¢ przylaczonego do
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przeciwciat kompetytora, ktora jest odwrotnie pragonalna do iléci LTE4

w mierzonej probce. Schemat oznaczania LTRrzy wyciu zestawu ELISA

zaprezentowano na rysunku 20.

Y Y XY
Plytka ze zwigzanymi anty-lgG

ik

Po wyptukaniu zhednych
sktadnikdw prdbki

IJ'I

A

&
YYLq’

Inkubacja z przeciwciatami,
znacznikiem i probka

Y
lgd
&

mysie anty-lgG
przeciwciato wobec LTE 4
znacznik

leukotrien ochecny w prohce

Rysunek 20. Schemat oznaczania LTg uzyciem zestawu ELISA.

Po nataeniu prébki (5@1) na plytke 96-dotkows, inkubacji (18 godzin) oraz

ptukaniu ptytki, wprowadza sido jej studzienek odczynnik Ellmansa (czas inkjibac

60min) zawierajcy barwny substrat dla AchE. W efekcie enzymatypzmakcji

powstaje barwny produkt, ktérego absorbaragczytuje si przy diugdci fali 412nm.

llo§¢ zwiazanego znacznika odczytuje sv oparciu o krzyw wzorcows, wykonar dla

znanych ildci LTE4 z przedziatu 7,5pg do 1000pg. W sposobredni, poprzez il

znacznika wyznaczaesizawartdé¢ LTE4 w probce. Prébki moczu byly mierzone po

uprzednim rozcigczeniu 1:10 w PBS i naktadane w etofci 50ul. Absorbancje dla

standardéw migity si¢ w podziale w przedziale 0,07 — 0,80; dla zdecydmya

wigkszasci probek zawieraly siwewratrz tego przedziatu. Dla kilku probek pacjentéw

chorupcych na astm i wrazliwych na aspiryn, w przypadkach gdy absorbancja

wykraczata poza przedziat absorbancji

rozcieiczenia probki moczu.

Mimo zadowalajcej czutgci

standardowykonwywano dodatkowe

metody immunoenzymatyczne (ELISA)

obarczonesistotnym bédem pomiarowym wynikagym z:
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- mazliwosci krzyzowej reaktywnéci przeciwciat z innymi pochodnymi kwasu
arachidonowego,

- interakch migdzy stosowanymi przeciwcialami a biatkami zawartymi
w ztozonych matrycach biologicznych,

- trudngcia w oszacowaniu strat mierzonego analitu podczaggptawania

probki, czsto polegajcego na adsorpcji zzyciem fazy statej.

3.6. Oznaczanie kreatyniny w moczu

Stezenie kreatyniny w analizowanych probkach moczu vagzano aparatem
VITROS 250 firmy Johnson&Johnson. Wynik oznaczen&TE4 przeliczano,
wyrazajac go w postaci iléci leukotrienu B na miligram kreatyniny. Przgfo taki
spos6b standaryzaciji, gdyznawany jest obecnie jako najlepszy [101].

3.7. Poréwnanie metod oznaczania LTEw moczu: LC/MS i ELISA

Aby ocent wiarygodnd¢ wynikéw oznaczé metod LC/MS postanowiono
wykona® oznaczenia tych samych prébek techrigk ISA.

Wykonano seri oznaczé metodami ELISA oraz LC/MS znanych o LTE..
Leukotrien rozpuszczony byt w wodzie oraz w mocZDokiadny opis ilgci

dodawanego leukotrienu orazétmo powtdérzé przedstawiono w tabeli 4 oraz 5.

Tabela 4. Przygotowanie dodatkéw L& wodzie i moczu oznaczanych metod

LC/MS.
DO?S;?YIE II]_TE LTIIEIS igfr?lﬁt;g?ny w Obﬁﬁ?ﬁfﬂsédpe:@?ﬂeﬁmﬂﬁo
Wodzie Moczu stezeniu 100 pgil
0 2 2 0
20 2 2 5,0l
50 2 2 12,54l
80 2 - 20,0ul
100 2 2 25,0ul
120 2 - 30,0l
150 2 2 37,5l
200 2 2 50,0ul

38



Materiaty i metody

Tabela 5. Przygotowanie dodatkow L\ wodzie i moczu oznaczanych mefod

ELISA.
Dodatek LTE LTEO“ powtorzé Objetosé probki 50Qul.
[pg/ml] Wo ;;;ZDUSZCMZSE:UW Obijetosci dodawanego LTE
0 2 2 0
20 2 2 1,0l o skzeniu 10pgdl
50 2 2 2,5ul 0 skzeniu 10pgdl
80 2 2 4,0l o skzeniu 10pgdl
100 2 2 5,0l o skzeniu 10pgdl
120 2 2 6,0l 0 skzeniu 10pgdl
150 2 2 7,5ul o skzeniu 10pgdl
200 2 2 10 pl o skzeniu 10pgdl
500 2 2 2,5ul 0 skzeniu 100pgil
1000 2 2 5,0 ul o skzeniu 100pgil
2000 2 1 10,0pl o skzeniu 100pgil

Probki moczu, w ktérym byt rozpuszczony LibByly inne w trakcie analizy
metody ELISA i LC/MS. W obu przypadkach pochodzity od bs&drowych

i charakteryzowaty sizblizona zawartdcia kreatyniny (Tabela 6).

Tabela 6. Zawartzi kreatyniny w probkach moczuytych do analizy dodatkow LTE

Metoda Zawarta¢ kreatyniny w moczu
[mg/ml]

ELISA 0,74

LC/MS 0,88

W trakcie analizy domieszki LTEw moczu metogl LC/MS postanowiono
zrezygnowd z dwoch prébek o zawatiw LTE, 80 i 120pg/ml ze wzgHu na brak

wystarczajcej ilosci tej samej probki moczu. Eliminacja tych dwoéch nkidw

pomiarowych nie miata wptywu na wynik badania.
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3.8. Analiza statystyczna

Uczestnikow badania charakteryzowano pod wdwyin pici oraz wieku pod#g
wartas¢ sredni i odchylenie standardowe.

Wplyw  zileutonu oraz przezskérnej angioplastyki fewej] na
ogolnoustrojovy produkcg LTE, okreslano jedno- i wieloczynnikowanaliz wariancji

(ANOVA), wykonujac nasgpnie testypost hoc

Zgodna¢ z rozkladem normalnym rozktadu wynikow oznaczg TE4 u 0s6b
zdrowych okrélano w oparciu o wyniki testu Shapiro-Wilka. Wymiieme obliczenia
wykonano pakietem statystycznym STATISTICA 7.0 {Stdt Inc.). W obliczeniach

przyjeto 5%-owy poziom istotriei.

40



Wyniki bada

4. WYNIKI BADA N

4.1. Zaleznosé sygnatu od ilagci LTE 4 analizowanego w ukfadzie

LC/MS

Dla ustalonych, optymalnych parametrow analizy wadkie LC/MS wykonano
serie pomiaréw sygnatu - intensywo integralnej pikéw chromatograficznych
(powierzchnia pod pikiem) w zaleosci od ilosci standardu leukotrienusEawartego
w petli nastrzykowej. Przyktadowy chromatogram przedstmo na rysunku 21.
Uzyskane dane zestawiono w tabeli 7 oraz graficaaierykresie 1.

RT

10.00-44.99 SM: 158G
RT. 2612
WA 1383815
Sh: 300

3834
2690 13974

D = T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Time {min)

Rysunek 21. Chromatogram standardu LTE (zawartosé¢ 200pg).

Istotne r@nice w wielkaci odchylenia standardowego dlazngch ilasci LTE,
wynikaja z niejednakowej liczby powtérae Wicksza¢ punktow pomiarowych — 6
wykonano dla zakresu korespongi§go z zawarkwia ULTE4 u wkkszaci 0sob
badanych. Cg¢ powtdrzéh wykonywana byla w rmnych dniach, a czuo
wykorzystywanych urmze nie jest stata w czasie.
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Tabela 7. Zalenoi¢ intensywndci integralnej od iléci analizowanego LTE
W nawiasach podano liczlprzeprowadzonych pomiarow.

llosé LTE, | Srednia intensywni Odchylenie % SD
[po] integralna standardowe - SP”°
2000 (n=3) 25760834 5306354 20.90
1500 (n=3) 19882445 3069680 15.44
1000 (n=3) 12313689 1890295 15.35
500 (n=3) 7433590 151715 2.4
250 (n=2) 5465641 508296 9.30
200 (n=2) 4682513 182505 3.90
120 (n=3) 2388281 304168 12.74
100 (n=3) 1659210 392367 23.65
60 (n=1) 898892
50 (n=1) 603402
30000000 - 1
1 y=(12428,75 + 441,21)x + 925029,99 + 385471,80
25000000 4 R =0,995 "
® p < 0,001
C -
[ 20000000 I —
g / 1
£ i
2 15000000
: i
£ .
2 1
% 10000000 -
=
()] 2
[=
— 5000000 - -
7
0 T T T T T T T T T T T T T T T T
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000

Zawartos¢ LTE, [pg]

Wykres 1. Zalenos¢ intensywndci integralnej od iléci LTE,.

W szerokim zakresie if@i LTE, relacja z uzyskanymi wagoiami sygnatu ma
charakter liniowy. Dla riszych zawartéi (ponizej 120pg) naspuje zatamanie si

trendu i spadek intensywém sygnaiu.
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Wyniki te stwa oszacowaniu midiwosci sprztu, sprawdzeniu progu detekcji
i oznaczalnéci czy tez zakresu, w jakim mama uzyska wiarygodne wyniki przy
konkretnej konfiguracji spektrometru masowego. Daneie mog by¢ traktowane jako
miara zakresu oznaczakwd metody. Pokazgjtakze, dlaczego w przypadku putapki
jonowej nie mana oznacza analitu z ayciem krzywej kalibracyjnej. Wprawdzie
korelacja dla powsszej zalenosci jest wysoka (R = 0,995, przy p < 0,00jgdnak
najwicksze odchylenia od prostej (nagpkszy bhd oznaczenia) wysgpuja dla ilosci
leukotrienu pondej 200pg, tj. przedziatu, do ktérego nale83,2% wszystkich
wyznaczonych zawarfoi ULTE;. Wyniki te uzasadniajrowniez stosownéc¢ uzycia

standardu wewtrznego.

Dodanie na samym paogiku analizy standardu wewinznego powodujeze
wszelkie zmiany w stopniu odzysku analitu przezepiaciata czy té zmienna
odpowied spektrometru masowego na te samécilsktadnika g niwelowane przez
stalag¢ proporcji analitu i wzorca wewtrznego, ktory podlega ta& tym wszystkim
procesom wprowadzgym bhd oznaczenia.

Wzorzec wewatrzny powinien charakteryzowa sie wihasciwosciami
fizykochemicznymi, chromatograficznymi i widmami lzimnymi do widciwosci
analitu, a ponadto wzorzec powinienc¢dsic oddzielt od badanego analitu. Dlatego
idealnym standardem wewtnzny jest izotop analitu —eL TE,4, ktéry mazna rozdziek

metod, spektrometrii masowe;j.

RT:15.42-3552 S5M: 156G

25000—3 A

] 177
20000
3 10,45

18.79 - 4182

15000 18.75
1 1613 4631 19.34
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2224
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3317
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34.38

5000

o1

2811

1000000
500000
auuuuu—: d3-LTE4
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Rysunek 22. Chromatogram wzorca wewgtrznego c-LTE 4 (1000pg). A): m/z = 440,1-440,4.
B): m/z = 443.1-443.4.
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Na rysunku 22 przedstawiono chromatogram probkiiTE,, obrazujcy

czysta¢ izotopows wzorca, ktéra wedtug producenta jestxaza ni 98%.

Zawartg¢ LTEs wyznaczono poréwnag intensywnéci integralne pikow
chromatograficznych dla wzorca i analitu. Uzyskavartas¢ dzielono przez objosé¢

moczu, z ktorej ekstrahowano analit orazehie kreatyniny w moczu.

Chromatogram wyki&ono dla zakresu m/z = 440,1-440,4 dla analitu oraz
443,1-443,4 dla deuterowanego leukotrieny Przyktadowych chromatogram z

oznhaczenia probki przedstawiono na gemym rysunku 23.
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Rysunek 23. Chromatogram analizowanej prébki: LTE, m/z = 440,1-440,4, ALTE4 m/z = 443.1-
443.4.

Odzysk leukotrienu Eprzy zastosowaniu opisanej procedury immunoadgorpc

ksztattuje s§ na poziomie okoto 60-65%.

4.1.1. Analiza powtarzalndci oznacz@

Pomimo teoretycznej niskiej stabikw putapki jonowej wykonano anadiz
powtarzalnéci wynikéw. Analiz t¢ przeprowadzono dla standardu wetwpnego,
ktérego zawart byta stata w prébkach. Pomiary wykonano tego sanmga, celem
uniknigcia fluktuacji wynikéw ze wzgiddu na maliwos¢ zmiany odpowiedzi spetu

w dtuzszym czasie wynikagej np. z jego zanieczyszczenia.
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W tabeli 8 zamieszczono wagt intensywndci integralnej dla jednakowego

dodatku standardusd. TE,.

Tabela 8. Warteri intensywndci integralnej dla wzorca wewtrznego @-LTE,.

Lp. Intensywné¢ integralna
1 13574580
2 12548916
3 11768919
4 12366410
Srednia 12564706,25
SD 751153,13
% SD 597 %

Na wyniki te naley spojrzé bardzo krytycznie. Warté sygnatu silnie zale
od ilosci standardu w ¢ili nastrzykowej, co zaley od obgtosci metanolu jaka pozostata
po procedurze izolacji. Staran@ siby obgtosci metanolu, w jakim rozpuszczony byt
analit, bylty jednakowe. Wyniki te przedstawigjowtarzalné¢ metody dla konkretnej

serii izolacji i analiz prébek.
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4.2. Wyniki oznaczé znanych ilasci LTE , metoda LC/MS 1 ELISA
4.2.1. Oznaczenia LT rozpuszczonego w wodzie

Uzyskane wyniki pomiaru zawatic dodatkow znanych ikezi leukotrienu &

zawartego w wodzie umieszczono w tabeli 9 orazgstasviono na wykresie 2.

Tabela 9. Wyniki oznacieznanych iléci LTE, rozpuszczonego w wodzie me#od

LC/MS oraz ELISA.

llosé LTE, Wynik oznaczenia LTE[pg/ml]
[pg/mi] LS/MS ELISA
0 0 3.75+5.30
20 29.63 + 3.75 8.00 £ 2.83
50 50.15+3.44 27.15 + 26.66
80 83.82 +£4.89 44.37 £ 33.42
100 98.94 + 0.68 67.40 + 41.87
120 119.21 £5.75 34.75 + 38.54
150 146.24 + 14.69 53.51 + 33.23
200 201.29 + 3.37 54.91 + 53.87
500 - 168.73 £+ 12.34
1000 --- 364.99 + 104.63
2000 - 985.13 + 21.04
200 - —s— Warto&¢ oczekiwana
—e— LC/MS
—+— ELISA

1460

100 —

50

Whynik oznaczenia LTE, [pg/ml]

100

140

Zawartos¢ LTE, [pg/ml]
Wykres 2. Wyniki oznaczemetod, LC/MS oraz ELISA znanych ikei LTE, rozpuszczonych w wodzie.

200
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Wyniki oznaczé s3 zadowalajce dla metody LC/MS. W przypadku ELISA

wystepuja powane odsgipstwa od warteci

rzeczywistych, przede wszystkim

w zakresie niszych zawartei. Dla wartgci 500 pg/ml i wyszych w wynikach

oznaczé metody ELISA zostaje ju zachowana proporcja zhtina do rzeczywistej

proporcji w zawartéciach leukotrienu.

4.2.2. Oznaczenia LTErozpuszczonego w moczu

Wyniki pomiarow dodatkéw LTEwW moczu wykonane techrikELISA oraz

LC/MS przedstawiono w tabelach 10 i 11 oraz na wgé&ch 3-5.

Tabela 10. Wyniki oznacaedodatkow LTE w moczu metog ELISA.

Dodatek LTR Wynik oznaczenia o\;\/rﬂgzzgr?izl \g%gigm
[pg/ml] ULTE, + dodatek LTE[pg/mi] LTE, [pg/mi]

0 291,50 £ 99,70 0,00 £ 99,70
20 258,50 + 26,16 -33,00 + 125,86
50 399,50 £ 109,60 108,00 + 209,30
80 397,50 + 74,25 106,00 + 173,95
100 539,50 + 170,41 248,00 + 270,11
120 445,00 + 36,77 153,50 + 136,47
150 466,50 + 70,00 175,00 + 169,70
200 496,50 + 12,02 205,00 + 111,72
500 882,50 + 185,97 591,00 + 285,67

1000 1456,50 + 383,96 1165,00 + 483,6
2000 3690,00 3398,50 £ 99,70

Q)
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. —a— \Wartos¢ oczekiwana
3500 —e— uLTE4 + dodatek LTE4
1 —a— dodatek LTE4

Wyniki bada

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Dodatek LTE, [pg/ml]
Wykres 3. Wyniki oznaczemetod, ELISA dodatkéw LTEg (0-2000 pg/ml) w moczu.
—u— Wartosé oczekiwana
—e—UuLTE, + dodatek LTE,
8007 —a— dodatek LTE,
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Wykres 4.

Dodatek LTE, [pg/mi]

Wyniki oznaczemetod, ELISA dodatkéw LT (0-200 pg/ml) w moczu.
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Tabela 11. Wyniki oznacaedodatkow LTE w moczu metogl LC/MS.

Dodatek Wynik oznaczenia Wyliczony wynik
LTE, [pg/ml] | uLTE, +ydodatek LTE [pg/mi] oznacze{‘p'glgﬁf atku LTE

0 49,82 + 1,04 0+1,04
20 71,04 + 8,70 21,22 +9,74
50 98,99 + 7,20 49,06 + 8,24
100 153,55+ 3,54 103,72 + 4,58
150 210,38 + 8,39 160,55 + 9,43
200 256,39 + 7,62 206,57 + 8,66

—u— Wartos¢ oczekiwana
ULTE, + dodatek LTE,

250 -
—4A— dodatek LTE4

200 -

150 - -

100 ] /

__/5/5

04 -

T ) T ' T T T ) T
0 50 100 150 200

Dodatek LTE, [pg/ml]

Wynik oznaczenia LTE, [pg/ml]

Wykres 5. Wyniki oznaczemetod, LC/MS dodatkéw LT w moczu.

Ponizej na wykresie 6 zestawiono wyniki oznagcz#odatkéw LTRE w moczu

wyznaczonych obiema metodami.
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—u— Wartos¢ oczekiwana

—e— ELISA
500 —a— LC/MS
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Wykres 6. Porownanie wynikéw oznaézgodatkéw LTE w moczu metog ELISA i LC/MS.

4.3. Wyniki oznaczé uLTE , metoda LC/MS w grupie osob zdrowych

W badaniu uczestniczyto 50 zdrowych dorostych oddére nie przyjmowaty
zadnych lekéw. Charakterystylgrupy oraz wyniki oznaciezestawiono w tabeli 12
oraz wykresie 7.

Tabela 12. Wyniki oznaczenia uLTEetod, LC/MS w grupie 0os6b zdrowych.

Badani Liczebn& | Wiek [lata] [pg]/)/%griat] 95% [FF))rgz/(;(]jg(iit]ufm’l:i
Ogotem 50 31,4 (21-60 32,72 + 25,10 27,30 - 41,76
Kobiety 29 33,8 (21-60 42,39 £ 29,80 31,05 - 53,77
Mezczyzni 21 28,5 (21-49) 23,69 + 11,40 18,45 — 28,88

W grupie kobiet obserwowany jest wgzy poziom uLTE wzgledem grupy
Mmezczyzn, ra@nica ta jest istotna statystycznie (Test U Mannatiélya dla zmiennych

nieparametrycznych, p < 0,01).
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50 -
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B Kobiety
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Ogotem Kobiety Mezczyzni
n =50 n=29 n=21

Wykres 7. S¢zenie LTE w moczu oséb zdrowych.

Zbadano take, czy rozktad wynikéw oznaczelL TE, w grupie oséb zdrowych
jest zgodny z rozkladem normalnym. Na wykresie &@dstawiono histogram wynikéw
dla og6tu zdrowych uczestnigzych w badaniu.

15 4

Liczebnosé
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Wykres 8. Histogram wynikéw oznaczkeukotrienu w moczu 0s6b zdrowych (n=50). Szereg
rozdzielczy - 10. Linia czarna obrazuje krzymzktadu normalnego.

Rozktad wynikow oznaczeulLTE, w badanej grupie oséb zdrowych nie jest
zgodny z rozkladem normalnym (p = 0,00004, wyniktueShapiro-Wilka pozwala

odrzuct hipotez o zgodnéci z rozktadem normalnym).
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Wyniki powyzsze poddano przeksztaiceniu — logarytmowaniu. Pp te
transformacji ponownie zestawiono wyniki z rozktadeormalnym (Wykres 9).

Liczebnosé

LOG (ULTE,)

Wykres 9. Histogram przeksztatconych wynikéw ozmédezukotrienu w moczu oséb zdrowych (n=50).
Szereg rozdzielczy - 0,2. Linia czarna obrazujgnkrgrozktadu normalnego.

Przeksztatcone wyniki przyjmajrozkitad zgodny z rozkladem normalnym
(p = 0,8183; test Shapiro-Wilka).

Wartas¢ srednia zawartei leukotrienu w moczu — LOG(ULTEwynosi 1,426,
a warté¢ odchylenia standardowego 0,325. W oparciu o te dayznaczono przedziat
zawierajcy 95% wynikow:

- dolny kres przedziatu: inf [LOG(uLT#] = 1,426 — 2:0,325 = 0,776,

- gorny kres przedziatu: sup [LOG(uLDE= 1,426 + 2:0,325 = 2,077.

Wykonano odwrotsg transformagj (obliczono wartéci funkcji wyktadniczej dla
dolnego i gornego kresu) wyznacamajprzedziat warteci referencyjnych zawarfoi
LTE4 w moczu os6b zdrowych,69 — 119,4g/mg kreatyniny.

Ze wzgkdu na ré@nice w ilcsci ULTE4 u zdrowych kobiet i mizczyzn wykonano
dodatkowo oddzielne histogramy dla grupy kobiet Kvég 10) oraz grczyzn (Wykres
11).
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Liczebnosé

-20 1} 20 40 60 a0 100 120

Zawartos¢ uLTE, [pg/mg

kraat ]

Wykres 10. Histogram wynikéw oznadzdeukotrienu w moczu zdrowych kobiet (n=29). Szereg
rozdzielczy- 10. Linia czarna obrazuje krzywozktadu normalnegoRozktad niezgodny
z rozktladem normalnym p= 0,028; po przeksztatcdogarytmicznym, zgodny z rozkiadem
normalnym p= 0,310.

10 —

Liczebnosé

00 10 20 30 40 A0 BO
Zawartos¢ uLTE, [pg/mg, .|

Wykres 11. Histogram wynikéw oznadzéeukotrienu w moczu zdrowych eiczyzn (n=21). Szereg
rozdzielczy- 10. Linia czarna obrazuje krzywozkiadu normalnego Rozkiad zgodny

z rozktadem normalnym p= 0,240; po przeksztalcdogarytmicznym, zgodny z rozkladem
normalnym p= 0,302.
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4.3. Wyniki oznaczé ULTE , metoda LC/MS w grupie pacjentow
poddanych angioplastyce serca

Osoby z badanej grupy zostaly zrekrutowane w ranwedch niezatienych
projektow badawczych. W pierwszym uczestniczyty &dby. Celem tego projektu
byto sprawdzenie, czy z zabiegiem przezskornejaptgstyki powizany jest wzrost
poziomu LTE w moczu odzwierciedlagy jego nasiloa biosyntez spowodowan
interwencij wewmntrzwiencowa. Grup kontrolmy stanowito 18 pacjentow, ktérzy mieli
wykonywary tylko koronarografi — CC €oronary catheterization natomiast grup
badam 5 pacjentéw, u ktérych przeprowadzonoze@akabieg przezskornej angioplastyki

wiencowej — PCI percutaneous coronary interventjon

Prébki moczu byly pobieraneprzed zabiegiem — Oh, dwie i cztery godziny po
zabiegu: 2h, 4h. Pomiary wykonywane byty bez znafminrozpoznania klinicznego —
préba jednokrotnie Zkepiona. Rezultaty przedstawiono w tabeli 13 orazwykresie
12.

Tabela 13. Charakterystyka grupy kontrolnej i baglanaz wyniki oznaczeulL TE,4

metody LC/MS w badaniu wplywu zabiegu przezskérnej anlgisiyki na
biosyntez leukotriendw.

Charakterystyka grupy Kontrola Badani |P
Liczebna¢ (Kobiety/Mezczyzni) 18 (2/16) 5 (1/4) N
Wiek [lata] 60,33 £ 11,49 65,00 £+ 11,30 S
Czas pobrania prébki UL TEPg/MGreat]

Oh (przed zabiegiem) 97,00 £ 14,72 63,17 + 26,33
2h (2h po zabiegu) 79,16 £ 16,34 89,66 + 22,23
4h (4h po zabiegu) 118,43 + 29,59 264,16 + 52792

IS — istotne statycznie

* - p<0,05 efekt interwencji wewatrznaczyniowej, poréwnag migdzy grupami prébki
moczu pobrane 4 godziny po zabiegu (test U-Manntifélga dla danych

nieparametrycznych)

# - p<0,05 efekt interwencji wewtrznaczyniowej, poréwna¢ w obkbie grupy do
prébek moczu pobranych wdréej (test U-Mann-Whitneya dla danych

nieparametrycznych)
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Przed zabiegiem 2h po zabiegu 4h po zabiegu

Wykres 12. Poziomy uLTEw grupie kontrolnej i badanej w badaniu wptywu izgin przezskornej
angioplastyki na biosynteZeukotrienow.

W grupie pacjentéw, ktérzy mieli wykonywany zabiegrzezskérnej
angioplastyki wiécowej, w probkach pobieranych cztery godziny poie nastpit
istotny wzrost zawartei leukotrienu B w moczu, zar6wno wobec wcree]
pobranych prébek w oblbie samej grupy, jak rowniew odniesieniu do probek 4h w
grupie kontrolnej.

Drugi projekt obejmowat ocenwptywu zileutonu — inhibitora 5-lipoksygenazy
na biosynteg leukotrienébw u chorych poddawanych koronarografiprzezskornej
angioplastycectnic wiencowych. Celem tego projektu byto sprawdzenie, cayjakim
stopniu zileuton hamuje biosynteZzeukotrienbw w grupie chorych poddawanych
zabiegom kardiologicznym oraz czy ta blokada wphmweaakcg serca i mee mig

jakies implikacje w leczeniu pacjentow g ¢thorola.

Wszystkie oznaczenia wykonywane byly zgodnie z daspodwdjnie
zadlepionej préby. Charakterystyka badanych grup @rgaiki oznaczé przedstawiono
w tabelach 14 i 15 oraz na wykresie 13.
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Tabela 14. Charakterystyka grup w badaniu wptyveuronu na biosyntezcysLTs.

Charakterystyka grupy Zileuton (n=61) Placebo (n=49 | P
Wiek [Lata] 60,7+ 7,5 59,1+ 7,8 NS
Kobiety/Mgzczyzni 24 (39%) / 37 (61%) 16 (32%) / 34 (68% NS

Przezskérna angioplastyka

0, 0, g
wieiicowa (PCI) 21 (34%) 11 (22%) N$

NS — nieistotne statystycznie

Tabela 15. Wyniki oznacaauL TE; metody LC/MS w badaniu wptywu zileutonu na

produkcg cysLTs.
_ o Zawartaé¢ ULTE, [pg/MGiear
Czas pobrania probki :
Zileuton (n=61) Placebo (n=49)

24h przed PCI 91,01 [28,17 — 200,19] 91,27 [36;3462,63]
2h przed PCI 56,40 [18,76 — 150,1] 90,81 [24,94 — 247,93]
2h po PCI 133,40 [25,29 — 369,39]| 161,84 [60,00 — 330,49]
24h po PCI 75,20 [18,16 — 233,66] | 85,57 [26,18 — 167,39]

* - p<0,0001 — efekt leczenia, w odniesieniu do &niejszej probki moczu w oblbie

grupy,
1. p<0,01% - p<0,05 — efekt dziatania zileutonu, poréwguiniedzy grupami prébki

pobrane w tym samym czasie.
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Wykres 13. Wyniki oznaczeulL TE, metod, LC/MS w badaniu wptywu zileutonu na biosyniez/sLTs.
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Zileuton srednio o 30% obra ogodlnoustrojow produkcg leukotriendw

cysteinylowych.

Dla grupy kontrolnej wykonano analiz wspoétczynnika zmienrigi
wewntrzosobniczej oraz wewirzgrupowej. Do analizy wykorzystano waitouLTE,
w pierwszej i ostatniej probce. Powinny to¢lywa pomiary tej samej zmiennej — tego

samego stanu. Wyznaczone wspétczynniki przedstawiotabeli 16.

Tabela 16. Wspotczynniki zmiengm wewmtrzosobniczej i wewstrzgrupowej grupy
kontrolnej w badaniu wptywu zileutonu na produkcysLTs.

Wspotczynnik zmienngi Wartas¢ [%0]
Wewnmtrzosobniczej 7,88
Wewnatrzgrupowej 1,07

lloraz wspoitczynnika zmiendoi wewratrzgrupowej (zewstrzosobniczej)
i wewmtrzosobniczej tzw. zmiendé populacyjna, wynosi 0,14. Waskiota informuje,
ze dla badanej cechy — §l© leukotrienu w moczu, w obbie grupy kontrolnej
(populacji), wystpuje niewielka zmienng cechy me¢dzy osobami, natomiast istnieje

duza zmienné¢ dla poszczegolnych osob.

4.4. Wyniki oznaczé uLTE 4, metoda LC/MS w grupie chorych na
astme

W badaniu uczestniczyto 38 oséb. Uczestnicy badayli poddawani prébom
prowokacyjnym z gyciem aspiryny, celekoksybu oraz placebo. Dlgscizpacjentow
(12 osb6b) wykonano kompletne oznaczenia przebiegdagsowych uLTE dla probek
pobranych przed podaniem leku, w chwili podaniagzodwie i cztery godziny po
podaniu. Dla pozostatych os6b ollomo wyjsciowe poziomy leukotrienu (w probkach
przed podaniem leku).

Wyniki oznaczé probek wygciowych podzielono ze wzgllu na rozpoznanie
typu astmy, ktora na podstawie wyniku préb prowgiagach klasyfikowata pacjenta do
jednej z dwoch grup (Tabela 17):

- pacjenci wraliwi na aspiryry — AlA (aspirin-intolerant asthmpa

- pacjenci tolerujcy aspiryr — ATA (aspirin-tolerant asthmp
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Tabela 17. Wyniki oznacaauLTE, w grupie pacjentéw ATA oraz AlA.

Liczebnaié¢ ATA AlA
(Kobiety/Mezczyzni) 6 (412) 9 (5/4)
Wiek 44 (21-66) 45 (36-59)
ULTEs [pg/MGea] 166,75 (10,74-424,29) | 955,64 (118,92-3791,8p)*

* - p<0,01 — ré@nica znaciaca statystycznie, w odniesieniu do grupy ATA (Test
U-Mann-Whitneya dla danych nieparametrycznych)

Wyniki potwierdzity istotny wzrost iléci wydalanego leukotrienu sEu 0s6b

Z astma aspirynowt po podaniu aspiryny.

Obecnie uLTEk jest najlepszym biomarkerem astmy aspirynowej [10B8]. $§
podejmowane proby, aby dokonyévaomiaru leukotrienu Fw kondensatach powietrza
— mniej skomplikowanej matrycy biologicznej [10405], jednake ze wzgidu na
jeszcze mniejsze @tenie LTE (od 1 do 20 pg/ml) i trudrdei zebraniu wgkszych
objetosci kondensatu powietrza oddechowego, oznaczene daglitu metoal LC/MS
stawia znacznie wksze wyzwania spgrowe niz w przypadku oznaczania leukotrienu

E, w moczu.

4.4. Poréwnanie oznacaelLTE , w moczu metodami LC/MS i ELISA

Réwnolegle do oznacad TE,; wykonanych metad LC/MS dla czsci losowo
wybranych probek moczu wykonano oznaczenia powseecttosowasn komercyjm
technilq ELISA (Leukotriene EEIA Kit, Cayman Chemical).

Korelacja wynikow uzyskanych obiema metodaminié sic istotnie dla

poszczegolnych badanych grup (Tabela 18).

Tabela 18. Korelacja wynikéw LC/MS i ELISA.

Wspotczynnik Liczba probek

Badana grupa korelacji liniowej . X
Pearsona (punktéw wspaolnych)
Osoby zdrowe 0,1141 31

Osoby z chorob
niedokrwienm serca

Astmatycy 0,8563 71

0,6139 23

Dla dwéch ostatnich grup wykonano wykresy obrazeijkorelagi obu metod
(Wykres 14, 15).
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Dla grupy pacjentéw poddawanych zabiegom angioptasym korelacje
wynikéw opisuje rownanie:
y =(4,1694 + 1,1700)-x + 103,82 + 175,32 dla R6139
gdzie: y —wynik oznaczenia uLEetoda ELISA
X —wynik oznaczenia uLTAnetoda LC/MS

3500

] |
3000 - y = [4,1694 + 1,1700)% + 103,82 + 175,32
R =0,6139
2500 p=00018
2000 -

1500

1000

ELISA: LTE, [pg/mg, ]

500 +

I T I T I T I j I j I T I T I T I
1] a0 100 140 200 240 300 350 400

LCMS: LTE, [pg/mg, ]

Wykres 14. Korelacja wynikéw ELISA i LC/MS dla grumgdb z chorabniedokrwienn serca.

Dla 0s6b chorujcych na astmzaleznos¢ ta przedstawia sinastpujaco:
y =(3,5949 + 0,2610)-x - 863,86 + 792,22 R = 685

80000 "
y= (35849 + 02610 - 863,86 + 792,22
— R =0,8563
Eanuun— p=0,0001
o
£
[=3]
2
W 40000
l—
|
"
%)
= 20000
w
D_
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0 2000 4000 6000 aao0a 10000 12000 14000 16000
LCAMS: LTE, [pg/mg, 1]

Wykres 15. Korelacja wynikow ELISA i LC/MS dla grugdb chorych na astm
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Wyniki oznaczé leukotrienu Ew moczu metogl ELISA 1 blisko czterokrotnie
wyzsze od tych, ktére uzyskano opracowametody LC/MS. Prole wyjasnienia

rozbieznosci w wynikach przedstawiono w punkcie 5.2.
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5. DYSKUSJA WYNIKOW

5.1 Walidacja metody oznaczania leukotrienow cysteinylowgh
z wykorzystaniem spektrometrii masowej i przeciwciat
monoklonalnych Cysteinyl-Leukotriene Affinity Sorbent

5.1.1. Zakres oznaczaln&i, prég detekcji

Opracowana metoda zapewnia wiarygodne i pewne Wwyaikaczania uLTE
jezeli na kolumr chromatograficzsy wprowadzi s¢ co najmniej 100pg leukotrienw E
wyizolowanego z moczu. Przy zaeniu odzysku przez przeciwciala na poziomie
60-65%, dolny prég oznaczakw wynosi 6,7 pg/ml moczu. Wyznaczony gérny prég
wynosit 2000pg/ml - jest to najeksza ilg¢ leukotrienu, dla ktérej wykonywano
analizy z uyciem standardu LTEwartc¢ ta mae by zwigkszona.

Prég detekcji wynosi 3,3 pg/ml. Olienie tej wartéci nie jest maliwe ze

wzgledu na stat dysocjacji wiazania przeciwciato-leukotrien wynaga 3 pg/mil.

W przedziale 0-200pg/ml uLTEmaozna oznacza stosujc tylko jedry ilosc¢
wzorca wewntrznego. Wart& 200pg/ml nie jest gornym kresem przedziatu linipwe
zalenosci  analit-wzorzec tylko najwisza wartdscia, dla ktorej stwierdzono
wystepowanie takiej zalanosci. W przypadku wykroczenia poza ten zakres wygtarc

zwickszye ilos¢ wzorca, aby miepewnd¢ poprawngéci oznaczenia.

5.1.2. Specyficzn& oznaczé

W czasie catej procedury analitycznej veyslja trzy etapy, ktére jednoznacznie
identyfikuja analit jako LTE. Pierwszym jest izolacja z zyciem przeciwciat
monoklonalnych. Cysteinyl-Leukotriene Affinity Samt wychwytuje wszystkie
leukotrieny cysteinylowe. Kolejny etap zewmjacy ilos¢ mazliwych zwiazkéw to
rozdziat chromatograficzny, a ostatnim jest analizaparciu 0 mas czasteczkovy
w spektrometrze masowym. Opracowametod mozna zatem uzréaza wysoce
SWoisH.

Prawdopodobigstwo, ze istnieje inny zwizek, ktory jest wychwytywany przez
Cysteinyl-Leukotriene Affinity Sorbent i charaktenje sé tym samym czasem retencji

oraz widmem masowym co LTHest bardzo niskie, wcz zerowe. Istnieje wprawdzie

substancja, ktora ma identyazmag jak LTE, i ktérej widmo masowe jest takie same,

61



Dyskusja wynikow

co LTE, tj. eoksyna E (Rysunek 24). Widma MS/MS pozwalajuz rozr&ni¢ oba
ZWwiazKki.

OH 0

HaC OH

LTE4

HoN

HO

EXE4

HN

HO
Rysunek 24. Poréwnanie wzoréw strukturalnych LTE, i EXE,.

EXE, ulega jednake innemu m LTE; rozdziatowi na kolumnie
chromatograficznej [60]. Dotychczas nie afomo, czy EXE — izomer leukotrienu £
wykazuje take powinowactwo do przeciwciat monoklonalnych zaweint w zelu
Cysteinyl-Leukotriene Affinity Sorbent.

5.1.3. Precyzja i doktadné¢ oznaczé

Przyghdajac sk juz wartagsciom odchylé standardowych warfoi srednich
oznacze, dostrzec mina, ze precyzja oznacaeuL TE, metody LC/MS jest wysza od
precyzji oznaczetechnilky ELISA.

Ze wzgkdu na zranicowane rozktady warksi oznaczé ulLTE, obiema
metodami, poréwnano wspotczynniki zmiedcio - CV (coefficient of variatioh
wartasci oznaczeé dla dodatkéw LTEwW moczu w zakresie 20-200pg/ml (Tabela 19).
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Tabela 19. Wartiei wspotczynnikow zmienriei oznaczé dodatkow LTE w moczu.

Dodatek LTR Wspotczynnik zmiennii — CV [%]

[pg/ml] LCIMS ELISA
20 45.90 381.41
30 16.80 193.80
80 164.10
100 4.41 108.92
120 88.91
150 5.88 96.97
200 4.19 54.50

Precyzja wynikbw LC/MS jest co najmniej o adz wielkosci wyzsza

w zestawieniu do rezultatéw ELISA.

W badaniu dodatkow leukotrienu, & moczu maliwe jest okrélenie bkddow

standardowych, ilustragych doktadnét oznaczeé (Tabela 20).

Tabela 20. Bidy standardowe oznaazdodatkéw LTE w moczu.

Dodatek LTg Btad standardowy [pg/ml]
[pg/ml] LC/MS ELISA
20 1,22 53.00
50 0,94 58.00
80 26.00
100 3,72 148.00
120 33.50
150 10,55 25.00
200 6,57 5.00
Wartos¢ srednia 4,22 +4,52 34,64 + 60,72

Analiza zawartéci LTE; w moczu metogl LC/MS jest bardziej precyzyjna

i doktadna w poréwnaniu do analizy ELISA.

Oznaczanie uLTE metody LC/MS jest niewtpliwie bardziej czasochtonne
aneeli analiza z wykorzystaniem zestaweukotriene EEIA KIT. Opracowana metoda
posiada jednaile znaczce zalety. Wiarygodrig oznaczé w niskich zakresach uLTE

(ponizej 200pg/ml) jest waksza w zestawienu do oznagzechnilky ELISA.
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Rozdzielczé¢ nowej metody jest tale wyzsza. Pozwala na wykrycie zmian
w stzeniu ULTE, ktére w analizie ELISA magby¢ niezauwaalne ze wzgidu na
wysoki bhd, przede wszystkim dla z8zych stzen LTE; w moczu. Metoda LC/MS
pozwolita zaobserwowa ze poziom leukotrienu Ew moczu jest miszy u zdrowych

mezczyzn w poréwnaniu do zdrowych kobiet.

Dodatkowo precyzja i doktadéé® pomiaréw nie jest tak silnie zalea od
matrycy jak w przypadku metody ELISA. Zmiana mayrycwody na mocz pogarsza
istotnie precyzj i doktadnd¢ oznaczé ELISA.

Przyktady klinicznego wykorzystania zalet opracoejametody przedstawiono

w rozdziale 4. Dziki powtarzalngci pomiaroéw stwierdzonae:
 poziom uLTE u 0s6b zdrowych jest#8zy niz u 0s6b choragcych na astm

* 0soby z astmaspirynow map wyzsz zawartéé LTE; w moczu w poréwnaniu do

astmatykéw niewrdiwych na aspirya.

* zileuton srednio o 30% zmniejsza produkcieukotriendw cysteinylowych, co jest
zgodne w innymi badaniami [106]. W przypadku pati§enchorej na aste
aspirynow zaobserwowano tak, ze zileuton istotnie obnat poziom uLTEk [107].
Osoba ta wykazywata bardzo nasionreakcg po prowokacji kwasem
acetylosalicylowym. Poziom uLTEwvyjsciowych probek ksztattowatgiv przedziale
2876,47 — 4388,14 pg/mg kreatyniny, w wyniku proagjk wzrést do 14310,89
pg/mg kreatyniny. Po rozpogziu przyjmowania zileutonu waré ta obniyta sk do
poziomu 46,18 pg/mg kreatyniny, a ngstie do 25,18 pg/mg kreatyniny. W efekcie
zaprzestania podawania leku zaw&rtéeukotrienu & wzrosta do 1761,88 pg/mg

kreatyniny.

* U 0s6b z chorabwiencowa obserwowany jest podniesiony poziom leukotrienu E

W moczu w poréwnaniu do oséb zdrowych.

* zabieg przezskérnej angioplastyki wiewej podnoskrednio o 40% poziom uLTE

w pierwszych godzinach po interwenciji.
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5.2. Porownanie pomiaréw LTE, w moczu metodami LC/MS i ELISA

Wyniki oznaczé prébek pacjentow z astnoraz chorobh wiencowa metod
ELISA s blisko czterokrotnie wisze od tych, ktére uzyskano opracowanetod
LC/MS. Podobn zaleznos¢ potwierdzag dane literaturowe - wyniki oznaazelL TE,
metod, ELISA dla tych samych grup badanychweyzsze anieli te otrzymane metad
RIA czy tez spektrometrii masowej [punkt 5.3].

Prolz wyjasnienia tak znackych ré&nic w korelacji ELISA-LC/MS

w zaleznosci od zawartéci ULTE, zaprezentowano pord;.

ELISA daje wiarygodne wyniki, jeli zawartd¢ ulLTE,; przekracza
150pg/ml. Dla niszych wartéci immobilizowane przeciwciala monoklonalne
najprawdopodobniej wychwytwjinne skiadniki moczu, dg bkdne — zawyone
wyniki oznaczé. Wraz ze wzrostem gtenia leukotrienu w moczu to niepmlane
powinowactwo do innych @stek obecnych w nim ma jumniejszy wplyw na
oznaczenie, najprawdopodobniej ¢kizi kompetycji z czasteczkami LTE Jeeli
leukotrien byt rozpuszczony w wodzie, wowczas wyrigly zanizone wzgédem
oznaczé w ukladzie LC/MS. W wodzie brak jest artefaktowjaegch powinowactwo
do przeciwciat, a mdiwe, ze zmniejszenie sity jonowdyodowiska reakcji antygen-

preciwciato, powoduje zmniejszoneamanie analitu w takim eksperymencie.

Poprawa wspotczynnika korelacji wynikéw oznaczeridE, w moczu
otrzymanych obiema metodami wraz ze gsraniem si zawartdci leukotrienu jest
czesto spotykanym zjawiskiem w analityce, bowiem zrjwze s¢ wtedy udziat
niekontrolowanych w warunkach oznaczenia ELISA cukdw zaktocajcych. § nimi
najczsciej inne casteczki wykazujce swoisi reaktywnd¢ krzyzowa z przeciwciatem
albo niespecyficzna adsorpcja reagentow zestawuozivaczé, ktéra powoduje
zaburzenie liniowéci metody i zawyone wyniki w przypadku niewielkiego ¢genia

analitu.

5.3. Poréwnanie uzyskanych wynikéw z danymi literaturavymi

Uzyskane wyniki oznaczenia leukotrieny ® moczu zestawiono z danymi
literaturowymi dotyczcymi zawartéci tego metabolitu w moczu. Ze wezdu na

wspomniane rozbimosci wynikdw oznaczé metod, ELISA, starano si przede
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wszystkim skonfrontow@rezultaty bada z tymi pracami, w ktoérych wykorzystywano

metod spektrometrii mas.

Wyszukano w sumie 12 prac z ostatnich 15 lat, Wrkih oznaczenia

leukotrienu & w moczu wykonano za pompaajr&niejszych technik spektrometrii

masowej. Wyniki te odnosity sz reguty do jednostek chorobowych niebadanychjw te

pracy np. choroba laiowskiego-Crona (przewlekie ziarniakowate zapaejalit),

atopowe zapalenie skory czy cukrzyca typu pierwsz&jatego zdecydowanoesha

poréwnanie z wynikami oséb zdrowych, ktGre w prajjaa széciu prac stanowity

grupe kontrolra.

W pracach [108-114] zestawionych w tabeli 21 ozea@ uLTE dokonano

wykorzystupc wzorzec wewgtrzny — deuterowany leukotrienyEhatomiast w ostatniej

[99] oznaczenie wykonano w oparciu o krzykalibracyjr.

Tabela 21. Wyniki oznaczenia uLTHla osob zdrowych technilspektrometrii

masowej.
. .Charakterystyka grupy Zawarte¢ uLTE, Technika Uktad
Zrodio | Liczebnd¢ Wi | ’ -
iek [P9/MOreat) 0Czyszczania pomiarowy
(Kobiety/Mezczyzni)
108 30 (17/13) 34 (23-60)| 32,3 (21,8-58,58) Sep-Pak LC/MS/MS
109 28 (16/12) 38,5 (23-59) 25,5(13,9-54,1)| Sep-Pak LC/MS/MS
110 13 28 (22-39) 56,6 + 16,0 Sep-Pak LC/MS/MS
111 10 72+4 59 +54 Sep-Pak LC/MS/MS
112 17 (5/12) 25 (22-38) 60 £ 19 (36-91 Sep-Pak /MEIMS
113 10 brak danych 61,3 +18,7 LC LC/MS/MS
114 11 brak danych 66,06 * 38,86 Sep-Pak GC/MSIMS
155,5 pg/ml
zawartgci kreatyniny

Otrzymany w przeprowadzonym badaniu wyB&k72 + 25,1(pg/mg kreatyniny

(n=50) w granicach b#tlu jest zgodny ze wszystkimi g cytowanymi wynikami.

Wyniki sa wysoce zgodne w przypadku dwoch pierwszych cytgwlarbada [108,

109], dla ktérych liczebrig, sktad i wiek czionkow grup kontrolnychy siajbardziej

zblizone do grupy zdrowych uczestnicgch w badaniu.

Wyniki badania [114] 66,06 + 38,86 pg/mg kreatynimalezy traktow& z duza

ostraznoécia. Analiza leukotrienu z zyciem chromatografii gazowej jest bardzo
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problematyczna. Leukotriensgest zwihzkiem nietrwatym termicznie, z reguty ulega

rozpadowi ju na samym poezku kolumny chromatograficzne;.

W badaniu przedstawionym w publikacji [110] wykoeaprzy pomocy ukitadu
LC/MS/MS oznaczenia uLTEdotyczyly take grupy 14 astmatykow (5 kobiet i 9
mezczyzn w wieku 33-71 lat), ktérzy nie byli wiavi na aspiryre —ATA. Podawany
wynik 192 + 122 pg/mg kreatyniny potwierdza wiargdgas¢ uzyskanych rezultatow

dla analogicznej grupy 166,75 pg/mg kreatyniny 146424,29) n= 6.

Dokonano take analizy wynikow [86, 115-118] pomiaru uLJEi o0séb
zdrowych, astmatykéw oraz oséb z cherotiedokrwienia serca w oparciu o techniki

radioimmunologiczne (RIA) (Tabela 22).

Tabela 22. Wyniki oznaczenia uLTEchniky RIA.

Charakterystyka gru
Zrodto | Grupa —— e Zawart@¢ uLTE,
Liczebnac Wiek [PO/MUceal
(Kobiety/Mezczyzni)
115 | zdrowi 12 (6/6) 54 + 16 28 + 16
116 Zdrowi 19 3-15 mies 128,24 (85,50 — 256,49)
350 + 120
117 AlA 12 (9/3) 36,7 -
610 £ 270 po podaniu ASA
349+7,1
118 IHD 10 (6/4) 61-78
24,5 * 4, 7po rewaskularyzacji
86 ATA 184 15-54 144,9 (120,3 - 174,5)

IHD — choroba niedokrwienna serca

Powyzsze wyniki § zgodne z otrzymanymi z wykorzystaniem spektrometri
masowej. Wyniki oznacZe w moczu LTE metod RIA oraz ré@nych technik

spektrometrii masowepsvysoce wiarygodne.

Dla poréwnania podoln analiz przeprowadzano dla wynikow [119-125]
oznaczé ULTE, wyznaczonych metadELISA (Tabela 23).
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Tabela 23. Wyniki oznaczenia uLTEetod, ELISA u 0s6b zdrowych oraz

astmatykow.
) Charakterystyka grupy .
6o | Gupa | Uoaone |y | o] gl
(Kobiety/Mezczyzni) reat;
119 Zdrowi 28 10,5 Brak 189 (51-253,2)
AlA NP 10 22-49 432,3 + 88,1
AlA 24 18-56 330,7+72,3
120 sima 39 18-66 Brak 1291+ 74,8
Zdrowi 34 19-57 66,5 + 20,6
53,3
- AlA 64 (41/23) (21-79) C18HD 227,2 (30,9-1465,7
51,2 HPLC
ATA 73 (35/38) (21-80) 90,3 (16,5-915,8)
433.0 £ 361.7
AlA 118 67 M8+ 110 858.0 + 471.6
ox11. 90min podaniu ASA
122 (61/57) (25-70) | Brak 333.1 + 202.8
ATA 51 318.0 £198.7
90min po podaniu ASA
Zdrowi 30 (9/21) ‘gf_g;; 55.9 + 18.9
123 631 14 Brak
Astma 40 (14/26) (31-80) 125.6 £ 54.5
AlA 65 (41/24) 41,6 +12,4 1420,9 + 1185,9
124 ATA 66 (39/27) 34,6 +12,9 Brak 428,8 + 337,5
Zdrowi 50 (33/17) 36,6 +9,3 336,8 +191,1
125 AlA 16 (9/7) 40,6 £ 9,5 HPLC 717 + 274

AlA NP - osoby wraliwe na aspiryn, z polipem nosaaspirininduced asthma with
nasal polyps

Rozbienosci wynikow dla powyszych bada s3 bardzo due. Przyktadowo dla

badania [121] zawaré leukotrienu Ew moczu w grupie AlA jest agza anieli os6b

zdrowych w badaniu [124].

Bardzo duy wplyw na wynik oznaczenia UuLTEprzy wyciu technik

immunoenzymatycznych ma przygotowanie prébki modzu oznaczenia. Wyniki

ELISA w przypadku wsfpnego oczyszczenia na kolumnie adsorpcyjnej SEP-RAK
C18HD cartridge $ bardziej zblkone do LC/MS. Dlatego nie moa bezpérednio

porownywa& wynikéw bez znajomizi sposobu przygotowania prébki. Powoduje to

takze trudndci w porownywaniu wynikéw opublikowanych przez zn@ grupy

badawcze, a w konsekwencji kwestionowanie przydainoznaczé uLTE, jako

biomarkera choréb o podio zapalnym przebieggajych z nadprodukgjleukotrienéw
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cysteinylowych. Pozostale leukotrieny cysteinyloweC,, Dy ze wzgédy na swai
reaktywnd¢ nie & dobrymi biomarkerami. Tale analiza LTk w innych materiatach
biologicznych, jak krew czy osocze, nie jest dobrymawiazaniem. § to matryce
zawierajce znacznie wcej czynnikow zakidcagych i utrudniagcych analiz. Probki
takie wymagaj odbiatczania, co wie st ze stratami analitu. Pobieranie materiatu -
krwi/osocza - jest inwazyjne; tai zawarté¢ analitu w jednostce offpsci jest niska,

co wymusza pobranie wkszej ilasci probki.

5.4. Mazliwosci modyfikacji metody LC/MS

Jak pokazano w punkcie 5.1.1. niezma obniy¢ progu detekcji LTE poniej
3pg/ml. Ma@zna natomiast zmniejséybjetos¢ moczu, z ktérej ekstrahujegdeukotrien.
W Pracowni Spektrometrii Masowej Il Katedry Chordewrctrznych od niedawna
jest nowy spektrometr magy oznaczé& mniejsze ildci analitu. To potréjny kwadrupol
0 wyzszej czutdci, ktéry w odr@nieniu od putapki jonowej pozwala na szypsz
i bardziej wydajn analiz MS/MS. Uradzenie to umdiwia jednoczesa analiz wielu
zwiazkbébw w trybie MS/MS bez straty liczby jonow, jak tba miejsce w putapce
jonowej. Ten tryb analizy istotnie olmai poziom tta. To wszystko pozwala na
zmniejszenie oljosci probki moczu do 5-10ml. Wykorzystanie autosamgle

pozwolitoby na skrocenie czasu pracy — przyspiaszamalizy probek.
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6. WNIOSKI

1. Z powodzeniem opracowano npwnetod oznaczania leukotrienusBv moczu,
wykorzystupca przeciwciata monoklonalne (Cysteinyl-Leukotriene ffidity
Sorbent), dodatek wzorca wegtrznego oraz chromatografcieczowa sprzzona

z spektrometa mas.

2. Nowa metoda unitiwia oznaczanie wydalanego leukotrieng £ moczu, jéli jego
stezenie przekracza 6,7 pg/ml. Gorna granica zakresiaazalnéci wynosi 2000
pg/ml, natomiast w przedziale 0-200 pg/mlzima stosowa jeden, ten sam dodatek
wzorca wewnatrznego. Otrzymywane wynikasviarygodne, precyzyjne i doktadne.
Wysoka czuté¢ metody pozwolita na zaobserwowanie hamowania biesy
leukotrienéw przez zileuton — inhibitor 5-lipoksygey. Odzysk leukotrienu 4E

Z moczu przez przeciwciata monoklonalne wynosi 696

3. Wyznaczony meted LC/MS przedziat warteci referencyjnych iléci LTE4
wydalanego w moczu osob zdrowych wynosi 5,69 —42%g/mg kreatyniny.
Wartas¢ ta jest znamiennie wgza w przypadku os6b chogaych na astm
Dodatkowo potwierdzonagze u 0sOb z astgnaspirynows skzenie LTE w moczu
jest wieksze nk u chorych na astendobrze tolerujcych aspiryn. W grupie oséb
z chorola niedokrwiena serca zaobserwowano wzrost$dp wydalanego LTk
w odniesieniu do os6b zdrowych. Poziom ten wzrgsteegciowo o 40% po

interwencji wieicowej.

4. Metoda LC/MS daje wyniki zgodne z wynikami ELIS#la pozioméw LTEk
w moczu wyszych od 200pg/ml. 2eli skzenie wydalonego leukotrienu jest
mniejsze woéwczas wiarygodtowynikow ELISA zmniejsza gi a wspotczynnik
zmienndci i btad standardowy oznacizetechnikhy LC/MS s z reguty o rad

wielkosci nizsze w odniesieniu do oznadzELISA.
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7. STRESZCZENIE

Leukotrieny nalea, obok prostaglandyn i tromboksanu, Ado grupy
biologicznie czynnych wielonienasyconych kwasowszitzowych pochodnych kwasu
arachidonowego, wspottwarzego fosfolipidy biton komdrkowych. Leukotrieny
cysteinylowe powoduaj wiele efektow patofizjologicznych min. skurcz oz
i zwigkszenie ich nadreaktywdo, zwigkszenie przepuszczakm naczy
wilosowatych, wzmsong produkcg sluzu, maj dziatanie chemotaktycznie. Ich
produkcja jest zwkszona w wielu chorobach takich jak: astma oskszalaiogolnione

stany zapalne i zakania, zespét ostrej niewydolém oddechowe].

Wiarygodne i powtarzalne oldlenie ilosci produkowanych leukotrienéw
cysteinylowych mge by pomocne zarbwno w rozpoznaniu i ocenie stanu
zaawansowania choroby jak i monitorowaniu skuteézin@aastosowanego leczenia.
Dotychczas pomiary stenia LTE przeprowadzono w takich materiatach biologicznych
jak osocze krwi, poptuczyny oskrzelikowo-ptucne nlensat wydychanego powietrza
i w moczu. Postugiwano @i zazwyczaj pé&ednimi metodami pomiarowymi
polegajcymi na wykorzystaniu przeciwciat swoie wiazacych leukotrieny
cysteinylowe. Mimo zadowalajej czutgci tych metod obarczones sone bédami
pomiarowymi. Celem tej pracy bylo opracowanie mgkbdoznaczania leukotrienu
cysteinylowego Ew prébkach moczu, optymalizacja i standaryzagjantetody oraz jej
praktyczne wykorzystanie do pomiaru LB chorych na asten choroby ukfadu

krazenia oraz 0s6b zdrowych.

Materiat do bada stanowity prébki moczu pobierane od pacjentéw
uczestniczcych w badaniach naukowych prowadzonych w Il KatediChordb
Wewrgtrznych UJ CM oraz od oséb zdrowych. Do mieszanidywnych obgtosci
moczu i PBS dodano standard wetvmny dc-LTE,; oraz zawiesiny mikroestek
sefarozy optaszczonych mysimi przeciwcialami moan&lnymiCysteinyl-Leukotriene
Affinity Sorbent Po przemyciu PBSem immunosorbent zawieszono odzbnym
metanolu. Nadgz metanolu, ktory wyptukuje z immunosorbentu leukoy zwhzane
z przeciwciatem, analizowano w uktadzie LC/MS. atkken stanowit wysokosprawny
chromatograf cieczowy z odwrdéconym ukltadem fazaqgmdny z spektrometrem
masowym LCQ Advantage z6dtem jondw typuelectrosprayi putapka jonowa jako

analizatorem. Zawar§é LTE, wyznaczono porownag intensywneci integralne pikow
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chromatograficznych dla wzorca i analitu. Wyniknezz& wyrazano w ilgci LTE4 na

miligram kreatyniny.

Z powodzeniem opracowano megodznaczania leukotriendw cysteinylowych
w moczu z wykorzystaniem spektrometrii masowejziegiwciat monoklonalnychoraz
zastosowanoajw badaniach klinicznych. Opracowana metoda zapewnarygodne
i pewne wyniki oznaczania UuLTE Przedziat oznaczalda wynosi 6,7-2000 pg
LTE4/ml moczu, prog detekcji 3,3 pg/ml. W przedziale@pg/ml uLTE mazna

oznacza analit stosujc tylko jedry ilo$§¢ wzorca wewntrznego.

W grupie 50 zdrowych dorostych oséb (29 kobiet irBdzczyzn, osredniej
wieku 31,4),srednie stzenie LTE w moczu wynosi 32,72 = 25,10 pg/mg kreatyniny,
a przedziat warti referencyjnych stenia LTE, w moczu 5,69 — 119,42 pg/mg
kreatyniny. U o0s6b z chorgb wiencowa stwierdzono, ze zabieg przezskérnej
angioplastyki podnoskrednio o 40% poziom uLTEw pierwszych godzinach po
interwencji. Badac wplywu zileutonu — inhibitora 5-lipoksygenazy, hbéosyntez
leukotrienébw u 110 oséb (49 grupa kontrolna/61 grupadana) poddawanych
koronarografii i przezskornej angioplastyegnic wiencowych, wykazanoze zileuton
obniza s$rednio o 30% produkej leukotriendw cysteinylowych. W grupie 38
astmatykow potwierdzono, zgkszone wydalanie LTEw moczu w poréwnaniu do
0sOb zdrowych. Stenie uLTE u 0s6b dobrze toleragych aspiryr jest nisze nk
u os6b z astm aspirynow, u ktérych po prowokacji kwasem acetylosalicylowym

nastpuje wzmaona biosynteza leukotrienow.

Walidacg nowej metody dokonano w oparciu 0 oznaczenia zttaniosci
leukotrienu w wodzie i moczu. Wyniki te poréwnanooznaczeniami wykonanymi
powszechnie stosowankomercyjra technilky ELISA. Na postawie tych danych
stwierdzono, ze analiza zawartsi LTE; w moczu metogl LC/MS jest bardziej
precyzyjna i dokladna w poréwnaniu do analizy ELISBla stzea leukotrienu &
w moczu poniej 200pg/ml moczu, precyzja wynikéw LC/MS jest or@mniej o jeden
rzad wielkasci wyzsza, a hidy standardowesrednio o rad wielkosci nizsze
w zestawieniu do rezultatow ELISA. Opracowameto@d nalezy uzn& za wysoce
swoist. W trakcie catej procedury analitycznej, wymija trzy etapy, ktére
jednoznacznie identyfikajanalit jako LTE. To wszystko sprawige metoda LC/MS

oznaczé ULTE, jest wiarygodna. Dodatkowo precyzja i doktagthpomiaréw nie jest
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tak silnie zalena od matrycy biologicznej, jak w przypadku ELISRozdzielczé¢
nowej metody jest tale wyzsza. Pozwala na wykrycie zmian wzgniu uLTE, ktére
w analizie ELISA mog by¢ niezauwaalne.
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8. SUMMARY

Leukotrienes together with prostaglandins and tluaxane A are biologically
active, polyunsaturated derivatives of arachid@ui, present in the phospholipids of
cells membrane. Cysteinyl leukotrienes cause maittyophysiological efectbronchial
hyperreactivity and bronchospasm, increased mismuare permeability, mucous
secretion, and are chemoattractants to the inflawmnacells. Their production is
increased in such diseases as: bronchial asthrflfammation, infection, or acute

respiratory distress syndrome.

Reliable and reproducible estimation of cysteirgdikotrienes biosynthesis is
useful in detection and evaluation of diseases aad in monitoring of treatment’s
efficcacy. Measurements of LTEthe end metabolite of cysteinyl leukotrienes, ever
accomplished in several biological materials: blagetum, bronchoalveolar lavage
fluid, exhaled breath condensate and urine. Usuatlirect methods of measurement
were used, based on leukotrienes-specific antisoddespite high sensitivity of these
methods, they are prone to many measurement effbes.aim of this work was to
develop, characterize and validate a new methaplaftitative analysis of LTg&and to
test its practical application among patients wagihma, ischemic heart disease and

healthy subjects.

Biological materials used in the present work watiee samples from patients
enrolled in clinical studies conducted at || Depatt of Internal Medicine Jagiellonian
University Medical College. Samples of urine weté¢ @djusted and spiked with the
deuterated internal standarg-(dr'E,) for extraction using cysteinyl leukotriene affyni
sorbent coated with specific monoclonal antibodiEse analyte was eluted from the
pelleted resin and resuspended in methanol. Sampk® analyzed by high-
performance liquid chromatography/mass spectrom@t®/MS). The LC/MS system
consisted of a reversed phase column connectedhdoLCQ Advantage mass
spectrometer equipped with electrospray ion soarzkion trap as an analyzer. LLTE
concentration was calculated by comparison of natemtensities of chromatographic
peaks corresponding to the analyte and to thenatestandard. LTEconcentrations

were expressed as pg/mg of creatinine.

The method of quantitative analysis of cysteinylkigtrienes in urine based on

immunoaffinity extraction and mass spectrometry aas successfully developed and
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proved useful in clinical research. The method tes reliable and reproducible results
of LTE, measurement. The assay range is 6.7-2000 pg/bilrEf urine and the
detection limit is 3.3 pg/ml. Single amount of imtal standard can be used to determine
ULTE, in the range of 0-200pg/ml.

In the group of 50 healthy adults (29 women andn2h of average age of 31.4)
the mean uLTE concentration is 32.72 + 25.10 pg/mg of creatiniibe range of
reference values of LTEnN urine is 5.69 — 119.42 pg/mg of creatinine.

Among patients with ischaemic heart disease, wharcytaneous coronary
intervention was performed, an increase of averd¥ UuLTE, concentration within
first hours after the procedure was noted. Durimgestigation of the 5-LO inhibitor —
zileutone on leukotrienes biosynthesis, based oh dliservations of patients with
coronary artery disease (49 control group/61 ingattd group), it was shown that this
drug decreased on average 30% the production &bfeenes. In addition, increased
systemic biosynthesis LT Evas documented by uLLExcretion measurements in the
group of 38 asthmatic patients. A distinct phenetyd bronchial asthma — aspirin-
sensitive asthma, was found to correlate with éésl/@oncentration of LTEin urine,

by comparison with asthmatics who tolerated aspwei..

The validation of LC/MS method was performed usithg model samples
prepared by dissolving of known amount of LTHE the water and urine. Results
obtained by the method were compared the commencralinoenzymatic (ELISA) Kit.
On the basis of comparison results, LC/MS methodnefisurement of uLTEwas
found more accurate and precise than ELISA. In cdselLTE, concentration lower
than 200pg/ml of urine, the precision of LC/MS leswas at least 10 times higher, and
the standard error is on average 10 times lessubiaiy ELISA measurements. LC/MS
method should be also considered as very spedifizing the whole analytical
procedure there are three steps that identify teasored analyte as LTHt causes
LC/MS method of uLTE measurement very reliable. Moreover, the precisaod
accuracy of analysis is less sensitive to bioldgmatrix interference in comparison
with ELISA. The resolution of LC/MS method is higinough to detect changes in
ULTE,4 concentration, which can be overlooked using ELISA
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10. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

5,6-diHETE
12-LO
15-LO
5-HETE
5-HPETE
5-LO
AA
AchE
ACN
AcOH
AlA
AlIA NP
ASA
ATA
ATP
BAL
cAMP
CcC
COX
CVv
CysLTR
CysLTs
EC
ELISA

EXC4
EXD4
EXE4
FLAP
fMLP
GC
GPCR
GSH

kwas 5,6-dihydroksyeikozatetraenowy
12-lipoksygenaza

15-lipoksygenaza

kwas 5-hydroksyeikozatetraenowy

kwas 5(S)-hydroperoksy-6-trans-8,11,14-cis-eikdzatmowy
5-lipoksygenaza

kwas arachidonowy

achetylocholinoesteraza

acetonitryl

kwas octowy

astma z nadwidiwoscia na aspiryr (aspirin-intolerant asthmp
astma z nadwediwoscia na aspiryn z polipem nosa
kwas acetylosalicylowy, aspiryna

astma z tolerangjna aspirya (aspirin-tolerant asthmp
adenozynotrifosforan

poptuczyny oskrzelowogeherzykowe

cykliczny adenozynomonofosforan
koronarografiagoronary catheterization
cyklooskygenaza

wspotczynniki zmienngi (coefficient of variatioh
receptor leukotriendw cysteinylowych

leukotrieny cysteinylowe

numer enzymugnzyme commission, enzyme catalpgue

oznaczenie metadenzymatyczaimmunoadsorbcji§nzyme-linked
immunosorbent asspay

eoksyna ¢

eoksyna @

eoksyna k&

biatko aktywujce 5-lipoksygenaz(5-lipoxygenase activating protgin
formylometioninoleucynofenyloalanina

chromatografia gazowa

receptor sprzzony z biatkem G G-protein-coupledecepto)

glutation
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HPLC

IHD

LC
LC/MS
LTA,
LTB,
LBT
LTC,
LTE4
m/z
MAPEG

MAPK
MGST
MRP
MS
MS/MS
PAF
PBS
PCI

PDB
PGE
PKA
RIA
SD
SIM
SRS-A
TFA
ULTE4

Wykaz stosowanych skrétow

wysokosprawna chromatografia cieczowagh-performance liquid
chromatography

choroba niedokrwienna serdaghaemic heart disease
interleukina

chromatografia cieczowa

chromatografia cieczowa spfona z spektrometrimas
leukotrien A

leukotrien B

receptor leukotrienu B

leukotrien G

leukotrien &

wspotczynnik masy i tadunku jonu

biatka btonowe uczestnigze w metabolizmie eikozanoiddw i
glutationu (hembrane associated proteins in eicosanoid anatilitne
metabolism

kinazy aktywowane mitogenamn{togen-activated protein kingse
transferaza glutationu

biatko btonowe ihembrane protein

spektrometria mas, spektrometr masowy

tandemowa spektrometria mas

czynnik aktywugcy ptytki krwi (platelet-activating factor

roztwor soli fizjologicznej buforowany fosforanami

przezskorna angioplastyka imwa percutaneous coronary
interventior)

protein data bank

prostaglandyna E

kinaza A

metody radioimmunologiczne

odchylenie standardowe

tryb monitorowania pojedynczego jorsir(gle ion monitoriny
wolno dziatagce substancje w anafilaksji

kwas trifluorooctowy

leukotrien & zawarty w moczu
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metody LC/MS

Przygotowanie dodatkow LTEv wodzie i moczu oznaczanych
metody ELISA

Zawartgci kreatyniny w prébkach moczuytych do analizy
dodatkow LTR

Zaleznos¢ intensywndci integralnej od iléci analizowanego LTE
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metod, LC/MS oraz ELISA

Wyniki oznaczé dodatkéw LTE w moczu metogl ELISA
Wyniki oznaczé dodatkow LTE w moczu metog LC/MS
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50

Charakterystyka grupy kontrolnej i badanej oraz iiyoznaczé
ULTE4 metody LC/MS w badaniu wptywu zabiegu przezskérnej
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Charakterystyka grup w badaniu wptywu zileutonibimsyntez
cysLTs
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Korelacja wynikéw LC/MS i ELISA
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