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1 Uvod

Analyza dechu se stavd velmi atraktivni metodou klinické diagnostiky.
Dlvodem je zejména jednoduchost pii odbéru vzorku a neinvazivnost tohoto procesu.
Principem je kvantifikace tékavych metaboliti v dechu, které mohou slouzit jako
biomarkery urcitych onemocnéni. Tyto metabolity se v dechu vyskytuji ve stopovych
koncentracich (v fadech ppm a mensich), takze jejich méfeni lze provést jen diky
nejmodernéj§im analytickym metodam, zejména hmotnostni spektrometrii. Metoda
SIFT-MS, neboli hmotnostni spektrometrie v proudové trubici S vybranymi ionty
(Selected ion flow tube mass spectrometry), se jevi jako jedna z nejvhodnéjSich pro
absolutni kvantifikaci téchto metaboliti v dechu. Jeji vyhodou je analyza vzorku
Vredlném case, coz znamend okamZité informace pro potencionalniho klinického
pracovnika. V porovnani s doposud nejvice pouzivanou GC-MS, neni nutné provadét
kalibraci ani sbirat vzorky lidského dechu. To cely proces méfeni zjednodusuje,
zrychluje a omezuje ptipadnou kontaminaci vzorku.

V této praci je zkoumanym metabolitem v lidském dechu uhlovodik pentan,
ktery byl doposud méten pouze GC-MS. Pentan vznikéd pfi peroxidaci m-6 mastnych
kyselin, zptusobené¢ volnymi radikaly kysliku. Tento proces hraje vyznamnou roli
v zanétlivych stfevnich onemocnénich (IBD — Inflammatory Bowel disease), nebot
pravé zvySena mira peroxidace lipidi zplsobuje poskozeni tkané¢ a tvorbu zanétu.
Pentan by tak mohl byt vyuzit jako neinvazivni faktor aktivity zanétu. Jeho spravnym
stanovenim Vv dechu pomoci SIFT-MS bychom ziskaly uzite¢ny nastroj pro monitoring
pacientt s IBD.

Cilem prace je vyvinout metodu pro stanoveni koncentrace pentanu v lidském
dechu. Piedpokladem pro toto stanoveni je znalost hodnoty rychlostni konstanty reakce
pentanu s jednim z prekurzorii, konkrétng s O,"". Tuto hodnotu je nejprve nutné
experimentalné¢ zméfit a porovnat s hodnotami konstant ze starSich studii, které si
neodpovidaji. Samotné méfeni pentanu v lidském dechu musi probihat u vSech jedincti
stejnym zpusobem. Proto je dalsim tkolem prace vytvoteni protokolu méfeni pentanu v

lidském dechu a také stanoveni jeho bézné koncentrace v dechu zdravych jedinct.



2 Teoreticka cast

2.1 Hmotnostni spektrometrie v proudové trubici s
vybranymi ionty- SIFT-MS

Technika proudové trubice s vybranymi ionty (SIFT) byla vyvinuta jiz v roce
1976 a to pro vyzkum reakci neutralnich molekul a iontd v plynné fazi [1]. Pfispéla
k pochopeni reakci probihajicich v zemské atmosféte a v mezihvézdnych mrac¢nech a
poskytla velké mnozstvi kinetickych dat. Diky mnoha studiim vznikla rozsahla databaze
rychlostnich konstant k a produktd iontovych reakci. Tato databaze je dnes zakladem
pro pouziti SIFT-MS Kk analytickym tucelim, zejména ke stanoveni stopovych
koncentraci plyni ve vzduchu se zaméfenim na kvantitativni analyzu plynd v lidském

dechu [2,3].

2.1.1. Princip SIFT-MS

V iontovém zdroji pfistroje jsou vytvaieny kladné nabité ionty ze smési
laboratorniho vzduchu a vodni pary. Podle poméru hmotnosti k ndboji je za pouziti
kvadrupdlového hmotnostniho filtru vybran jeden druh iontu, tzv. prekurzor. Tento
prekurzor je vhanén do rychle proudiciho inertniho nosného plynu, jimz je nejCastéji
¢isté helium o tlaku ptiblizné 100 Pa. Mala ¢ast vzorku vzduchu, vydechovaného dechu,
nebo headspace kapaliny je vyhiivanou kapilarou nasavana do trubice s nosnym plynem
a prekurzorovymi ionty, kde dochazi k chemické ionizaci piivodné neutrdlnich molekul
analytu. Pti této ionizaci vznikaji ionty charakteristické pro dany analyt ve vzorku, které
nasledn¢ prochazi dalsim kvadrupdlovym hmotnostnim spektrometrem a jsou
detekovany pomoci nasobie. Vysledné hmotnostni spektrum je zaznamenano
pocitacem. Princip metody je znazornén na obrazku 1.

Absolutni koncentraci plynu lze uréit v redlném cCase ze zndmé rychlostni
konstanty a poméru signali iontovych produktt a prekurzoru. Pomoci metody SIFT je
mozné rychlostni konstantu ziskat experimentalné a pro danou reakci spocitat. Béhem
fady studii byly vypocitany rychlostni konstanty reakci prekurzor pouzivanych v SIFT

s mnoha organickymi latkami [4].



Podminkou pro prekurzorové ionty je jejich velmi nizkd reaktivita s hlavnimi
slozkami vzduchu - dusikem, kyslikem, oxidem uhli¢itym a argonem. Zaroven musi
prekurzory rychle reagovat s plyny pfitomnymi ve vzorku 0 Stopovych koncentracich.
Jako vhodné ionty spliujici tyto pozadavky byly vybrany a jsou v SIFT-MS pouzivany
pouze ionty H3O*, NO*a O,"".

Pro lepsi pochopeni principu metody si lze uvést piiklad analyzy acetonu,
organické latky, kterd je bézn¢ pritomna v dechu kazdého z nds a reaguje se vSemi vyse
uvedenymi prekurzory. Pii reakci siontem H3O" dochdzi k pfenosu protonu na
molekulu acetonu za vzniku CH3COCH;.H*, jehoz m/z je 59. Reakci s NO" vznika
CH3COCH3.NO* sm/z 88. S O," dochazi k parcialni disociaci a vznikaji ionty
CH3COCH;™ a CH3CO" 0 m/z 58 a 43. Hodnoty m/z se objevi v hmotnostnim spektru
a slouzi k identifikaci acetonu. Pokud se aceton nachazi v izobarické smési (napiiklad s
propanalem), samotny ion H3O" neni dostaujici, nebot dochazi pouze k pienosu
protonu a vysledna m/z jsou stejna. Proto se pouziva kombinace s iontem NO*, s kterym
kazda z latek reaguje jinak [5].
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Obrazek 1. Princip hmotnostniho spektrometru v proudové trubici s vybranymi ionty - piistroje SIFT-
MS. V trubici jsou znazornény prekurzorové ionty s jejich hydratovanymi formami a ptiklady vzniklych
iontovych produktt.



2.1.2 Reakce jednotlivych prekurzort

Reakce s H3O"

Pfi reakci organickych latek s H3O" dochazi ve velké vétsing piipadii k pienosu
protonu z molekuly donoru (HsO") na molekulu akceptoru (organicka latka). Vyhodou
je, ze pii reakei obvykle vznika pouze jeden nebo dva produkty, coz umoziuje snadngjsi
identifikaci latek ve smési. Aby reakce probéhla u¢inné, musi byt protonova afinita
akceptoru vysSi neZ protonova afinita donoru. Protonova afinita vétSiny organickych
molekul je vy$§i nez iontu H3O", proto je vhodnym prekurzorem pro analyzu v SIFT-
MS. Reaguje-li H30" s latkou M, nejéastéji vznika jediny stabilni produkt MH". Pokud
je latkou M alkohol (mimo metanol a etanol), aldehyd nebo karboxylova kyselina
dochazi v nékterych piipadech po pifenosu protonu Kk eliminaci molekuly vody ze
vzniklého iontu, a to diky dostupné OH skupiné v téchto latkach. Pokud je analytem
polarni latka, dochazi k tvorbé hydratovanych iontl tzv. ,clusterd® a v hmotnostnim
spektru vidime dva i vice piki jednoho analytu liSicich se o relativni molekulovou
hmotnost vody 18. P#i kvantitativni analyze musime zapoditat i Cetnosti téchto

jednotlivych hydratovanych ionti ve spektru.

Reakce s NO*

Reakce organickych latek s prekurzorem NO* jsou rtiznorodgjsi, nez v piipadé
iontu H3O", ale produktem obvykle byvaji jeden nebo dva ionty. Pokud je ionizadni
energie latky M niz§i neZ ionizaéni energie NO* (9,26eV), dochazi k pouhému pienosu
naboje a vzniku radikdlu M™". P¥i reakci saldehydy a ethery dochazi k odstépeni
vodikového iontu z organické latky a zaroven ke vzniku HNO. K tomu dochazi bézné i
u primarnich a sekundarnich alkohold, pfi¢emz u terciarnich alkohohi dochazi k ptenosu
celé OH skupiny a vznikd HNO;. U nékterych karboxylovych kyselin, esterti a ketonti
dochézi k prosté asociaci s iontem NO™ za vzniku NO™M .Tato reakce je trimolekuldrni
a je stabilizovédna atomy helia. Vznik NO*M iontl pievlada, kdyz se ionizaéni energie
latky M blizi ioniza¢ni energii prekurzoru NO® (napf. u acetonu 9,71eV). Vysledné
produkty reakci NO™ s M také nékdy podléhaji hydrataci, coZ je tieba zahrnout pro

dosaZeni pfesného stanoveni analytu ve vzorku.
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Reakces O,

Vzhledem K tomu, Ze ioniza¢ni energie O, (12.06eV) je Vétsi nez IE vétsiny
organickych latek, dochazi vétsinou K prenosu niboje za vzniku M™ za soucdasného
rozkladu latky M a vzniku jejich fragmenti. lonizace prekurzorem O," zpiisobuje
rozpad organickych sloucenin a vznik dvou i vice iontd, coz déla vysledné spektrum
komplikovanéj$i. Tato ionizace je velice podobna elektronové ionizaci a vysledna
spektra Ize porovnavat s dostupnymi databazemi, jako je napt. databaze NIST (National
Institute of Standards and Technology).

Prekurzor O," je proto vhodngjsi zejména pro identifikaci a kvantifikaci malych
anorganickych molekul jako NO, NO,, CS,, které nereaguji s H3O" ani NO®. Jejich
ionizaci dochézi pouze k pfenosu naboje a vzniku jediného produktu. Prekurzor O," na
rozdil od ptfedchozich prekurzori reaguje s molekulami vody pomalu a nedochézi k

vyznamnéj$i tvorb¢ hydratovanych iontt [6].

2.1.3. Vypocet absolutni koncentrace

Absolutni koncentraci stopovych molekul plynu Ize stanovit v realném case, a to
diky znalosti rychlostnich konstant pro probihajici reakci. Princip kvantifikace Ize
nastinit napiiklad na reakci prekurzorového iontu H3O" s molekulou vzorku M. Reakci

muZeme znazornit rovnici:
(1) H3O+ + M - MH" + H,O0

Reakce probiha podle ptesné definovaného reakéniho Casu t;, S rychlostni konstantou k a

plati:
(2) [MH™] = k[M][H307]¢,

Z rovnice lze vyjadiit vztah pro koncentraci molekuly M:

® M= .l

tr k[H30%]

11



Ve skuteCnosti je vysledna rovnice, kterou software SIFT-MS vyuziva
pro absolutni kvantifikaci analytu v realném case, slozitéjsi (4). Do vypoctu jsou
zapocCitavany fyzikalni parametry pfistroje a rovnéz difuzni koeficienty souvisejici
s velikosti analyzovanych molekul. Vyse uvedeny ptiklad vychazejici z kinetiky 1. fadu
je ovSsem zcela spravny a dostate¢n¢ demonstruje princip vypoctu absolutni
koncentrace.

l Ipl/Dep 1 +Ip2/Dep2 + ...
te itk +Iia[(k1+k2)/2] /Deiz

@ [M]=

Kde Iy, lp2  jsou signaly iontd jednotlivych produktd, lig, li; jsou signaly
prekurzorovych iontd (napi. H3O", H30"(H,0),..), k1.2 jsou rychlostni konstanty reakect,
které probihaji mezi iontem prekurzoru a vzorkem [M]. Dep1, Dep2, Deiz jSOu koeficienty

produktl a iontovych prekurzorii popisujicich diferencialni difazi [7].

2.1.4. Vyuziti SIFT-MS

Vyhodou piistroje SIFT-MS je moznost postupného pouziti vice prekurzort, coz
znamend pomérn¢ Sirokou Skalu latek, které mohou byt pfistrojem analyzovany a to
vrealném case. Pfepinani mezi jednotlivymi prekurzory probihd softwarové v fadu
milisekund. Vzorkem mize byt okolni ovzdusi, vydechovany vzduch nebo headspace
kapaliny napiiklad mo¢i nebo kultury bakterii. PFistroj ma tedy Siroké rozpéti vyuziti
Vv rozmanitych oblastech vyzkumu v klinické diagnostice, zemédélstvi, Zzivotnim
prostiedi nebo medicin€. V rdmci Zivotniho prostiedi bylo analyzovano napt. znecisténi
vzduchu ve mésté, vyfukové plyny zautomobilt, kout zcigaret, nebo vzduch
Vv laboratofich ¢i tovarnach v souvislosti s bezpe€nosti pracovniho prostiedi. Velky
potencial ma ptistroj v analyze lidského dechu za ucelem klinické diagnostiky a

terapeutického monitoringu [8,9,10].
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2.2 Analyza dechu

Analyza dechu je zalozena na identifikaci a kvantifikaci tékavych latek v
lidském dechu. Ten obsahuje mnoho stopovych latek, jeZ jsou produktem metabolismu
Clovéka, a jejich koncentrace mize byt ovlivnéna v disledku urcitého onemocnéni.
Mezi bézné metabolity nachazejici se v dechu patii naptiklad amoniak, oxid dusnaty,
oxid uhelnaty, etanol, metanol, acetaldehyd, isopren a dal$i vyssi alkoholy, aldehydy,
ketony ¢1 jiné organické slouceniny. Ne vSechny v dechu pfitomné metabolity byly
doposud identifikovany a pouze u malé casti bylo zkouméano rozmezi jejich
fyziologické koncentrace v lidském dechu. Znalost fyziologické koncentrace téchto
metaboliti v dechu zdravych jedincii je nutna pro rozpoznani koncentrace patologické.

Velkou vyhodou analyzy dechu je snadny a rychly odbér vzorku, ktery uzce
odrazi koncentraci analytu v krvi. Dnes je zédkladem pro stanoveni klinické diagnozy
béZzna analyza krve (popf. moci), u nékterych onemocnéni je nutna biopsie, Ci
endoskopicka vysetteni. To vyzaduje relativné invazivni odebrani vzorku, které muze
byt nepohodIné pro pacienta, zejména, pokud je jim malé dité. Analyza dechu je oproti
tomu zcela neinvazivni, bezbolestnd a mize byt jednoduse pouzita u vSech pacienti.
Pti pouziti ptistroje SIFT-MS jsou vysledky ziskany v redlném cCase a okamzité
dostupné pro lékatfe. Na druhou stranu musi byt bran zfetel na to, ze slozeni dechu
¢lovéka neni konstantni a je pomérné lehce ovlivnitelné. Vyznamny vliv na jednotlivé
slozky dechu mohou mit faktory jako ve€k, pohlavi, fyzicka zat¢z, skladba jidla, delsi
hladovéni nebo specidlni dieta. Samoziejmé¢ se v dechu projevi i poziti alkoholu,
koufeni popiipad¢ vystaveni se jinym exogennim latkam v Zivotnim prostiedi [11,12].

Potencial analyzy dechu lezi hlavné v oblastech klinické diagnostiky,
terapeutického monitoringu nebo studia metabolismu jednotlivych latek. Né&které
metabolity jsou zkoumany napiiklad jako biomarkery plicnich onemocnéni jako je
astma, cysticka fibr6za nebo chronicka obstrukéni choroba plic [13]. ZvySena
koncentrace acetonu v dechu je studovana v souvislosti s onemocnénim diabetes
mellitus. Hladina amoniaku je sledovana u pacient s poskozenim ledvin k moznému
posouzeni Uc¢innosti procesu dialyzy [14]. Zmény koncentrace né€kterych stopovych
latek v dechu mohou byt také spjaty s pfitomnosti rakoviny. Sledovany analyt ovSem

nemusi byt vytvafen pouze lidskym metabolismem. | mikroorganismy jsou
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producentem tékavych organickych sloucenin, které mohou byt nasledné v dechu

detekovany a poslouzit jako biomarker pfi infekcich plic [15].

2.3. Pentan v dechu jako biomarker zanétlivych strevnich
onemocnéni

Zanétliva stievni onemocnéni (IBD — inflammatory bowel disease) jsou
skupinou chronickych poruch traviciho tstroji zptisobujici rozsahlé zanéty a poskozeni
sttev a kone¢niku. Samotna ptiina onemocnéni nebyla doposud objasnéna, ale vSe
nasvédcuje tomu, ze se jedna 0 autoimunitni onemocnéni, kdy vyznamnou roli hraji
genetické predispozice, okolni prostfedi a Zivotni styl [16].

Jednou z ptic¢in zanétu mohou byt volné radikaly, a to zejména reaktivni formy
kysliku (ROS - Reactive Oxygen Species), které jsou za normalnich podminek nezbytné
pro spravné fungovani organismu. Tyto vysoce reaktivni molekuly napadaji
polynenasycené mastné kyseliny obsazené ve fosfolipidech, které jsou hlavni soucasti
bunéénych membran. Tim dochazi k jejich modifikaci a k tzv. peroxidaci lipidt, kdy
jako vedlejsi produkty jsou uvoliovany nékteré alkany. Pusobenim uréitého
patologického faktoru dochazi k zvySeni hladiny téchto volnych radikali a tim i
k nadmérné peroxidaci lipidi, coz vede k poruSeni membranové struktury a k poskozeni
tkan¢. Tento proces tudiz provazi, nebo je pfi¢inou fady onemocnéni [17].

Pii zvySené peroxidaci lipidi zakonité dochazi i ke zvySené tvorbé alkanu jako
vedlejsich produktd probihajicich reakci. Méfeni vydechovanych uhlovodiku by tak
mohlo u pacientt s IBD slouzit jako indikator vyskytu zanétu. Zatim bylo provedeno
pouze par studii, které méfily koncentrace konkrétné¢ pentanu a etanu (uhlovodiky
vznikajici konkrétné pii peroxidaci ®-6 a ®-3 mastnych kyselin) v dechu nemocnych
pacienttl.

Prvni studic na toto téma vibec [18] méfila koncentrace pentanu v dechu
pomoci plynové chromatografie a to u pacientd s Crohnovou chorobou, CD nebo
ulcerativni kolitidou, UC (nejcastéjsi typy IBD). Zaroveni bylo u pacientli provadéno
méfeni indiem znacenych leukocytt ke zjisténi pfitomnosti aktivni formy onemocnéni.
U pacienti s negativnim nalezem (= zadny abnormalni vyskyt zanétu) byla namétena

prumérna koncentrace pentanu 2,1 nmol/L (46 ppb). Pramérna koncentrace pacientd
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S pozitivnim nalezem byla zméfena na 4,3 nmol/L (95 ppb). Vysledkem studie byla
jasna souvislost mezi hladinou pentanu v dechu a aktivitou IBD.

Ve studii provedené o rok pozdé&ji [19] byly opét plynovou chromatografii
méfeny koncentrace pentanu a etanu, a to u pacientd s aktivni formou UC. Pacientim
byly odebrany vzorky rektalni bioskopii, které byly (mimo standardniho vySetieni
sliznice) pouzity i k odhadu miry ROS ve tkani pomoci chemiluminiscence.
Endoskopicka vySetfeni spolec¢né s dalSimi faktory a chemiluminiscenci tkané byly jako
mira onemocnéni porovnavany s koncentracemi etanu a pentanu v dechu. Primérné
naméfené hodnoty koncentrace etanu v dechu pacientll se témét neliSily od hodnot
kontrolni skupiny - 0,45 nmol/L (10 ppb) oproti 0,33 nmol/L (7 ppb), ale byla zjisténa
korelace koncentrace etanu v dechu s mirou aktivity onemocnéni. Primérna naméfena
koncentrace pentanu v dechu pacienti - 3,43 nmol/L (75 ppb) se pouze mirné lisila od
kontrol zdravych jedinct — 3,01 nmol/L (66 ppb), pti¢emz nebyly zjistény zadné rozdily
mezi skupinami pacientt s vazn€j$imi a leh¢imi symptomy onemocnéni (na rozdil od

Nejnovéjsi studie provedena pét let poté [20] méfila koncentrace skupiny
uhlovodiku (etanu, pentanu, propanu, butanu a izoprenu) v dechu pacientt s IBD s tim,
ze byl kladen diraz na dikladné rozdé€leni pentanu od izoprenu na chromatografické
koloné. (Mozné nedostatecné rozdéleni pentanu od izoprenu na chromatografické
kolon¢ a tim padem i jeho fale$né zvySené hodnoty byly vyéitany vySe zminénym
pfedchozim studiim). Vyznamné rozdily mezi pacienty s IBD a kontrolami byly
naméfeny u etanu, propanu a pentanu. Koncentrace butanu ani izoprenu se od kontrol
vyraznéji neliSily. Vysledkem studie bylo potvrzeni, Zze hladina pentanu u pacientii
s IBD je skutecné zvySend a nejedna se o chybu zptisobenou spole¢nou eluci pentanu
S izoprenem, popiipadé jejich zdmeénou. Také naméfené zvySené koncentrace propanu
znaci, ze 1 tento uhlovodik by mohl byt markerem peroxidace lipidd.

Jako nejvhodnéjsi marker se ale zatim zda byt pentan, Ktery vznika peroxidaci
Zzejména ®-6 mastnych kyselin. Ty maji v organismu pfevahu, a tudiZ je pentan
produkovan ve vysSich a snadnéji stanovitelnych koncentracich. Stanoveni pentanu
vdechu tak muze byt velmi cennym neinvazivnim nastrojem pro studium a

monitorovani pacientd s IBD.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 lontova chemie pentanu — stanoveni rychlostni konstanty a
iontovych produkt

Absolutni koncentraci pentanu v lidském dechu je mozné stanovit ze znamé
rychlostni konstanty a ze znalosti iontovych produkti, které vznikaji reakcemi molekuly
pentanu s ionty prekurzoru. lontovd chemie pentanu byla jiz v minulosti studovana
[21,22]. Byly stanoveny iontové produkty s jejich procentudlnim zastoupenim a
rychlostni konstanta reakce pentanu s O, prekurzorem. V prvné uvedené studii byla
rychlostni konstanta reakce vypocitana teoreticky, v druhé pak zmétena experimentalné.
Hodnoty rychlostnich konstant z obou studii si ov§em neodpovidaji. Proto bylo nutné
experiment zopakovat a zjistit skute¢nou rychlostni konstantu reakce. Dal$im divodem
bylo také pouziti novéjsiho typu ptistroje SIFT-MS (SIFT-MS
Profile 3, Instrument Science Limited, Crewe, UK viz Obr. 2)

Reakci pentanu s prekurzorem O," Ize popsat z hlediska
kinetiky prvniho tadu, kdy koncentrace pentanu piivadéného do
piistroje je mnohem vétsi nez koncentrace iontit a tim padem
jeho koncentrace zustava prakticky konstantni. S rostouci
koncentraci pentanu piivadéného do proudové trubice
exponencialn¢ klesa koncentrace prekurzoru. Stanoveni
rychlostni konstanty je ddno zménou koncentrace prekurzoru

+e ;. . ~_ 77 1
O, v zavislosti na ménici se koncentraci pentanu ve vzorku.

. ) Obrazek 2. Pristroj
Ruznou koncentraci plynného pentanu ve vzorku lze simulovat  SIFT-MS Profile 3

pomoci pratokoméru, pies ktery vedeme vzorek do piistroje. Pii
utahovani pritokoméru proudi do pfistroje méné vzorku, tudiz nartsta koncentrace
prekurzoru.

Do sklenéné kyvety o objemu 2 L napusténé suchym vzduchem bylo pomoci
injek¢ni stiikacky vstiiknuto 100 mL headspace pentanu (Pentan Sigma Aldrich
bezvody > 99%) o teploté¢ 21°C. Vysledna péti procentni smés byla zavadéna do
pristroje kapilarou pfes pritokomér. Jako prekurzor byl pouzit O,". Na pfistroji byl

nastaven rozsah hmot od 10 do 100 m/z, coz pokryva oblast molekulovych hmotnosti
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produktl vzniklych reakci s prekurzorem. Byla zméfena tii hmotnostni spektra, ktera
byla integrovana po dobu Sedesati sekund. Na vyslednych spektrech byly identifikovany
hlavni iontové produkty. SIFT byl poté nastaven do MIM (multiple ion monitoring)
modu ke sledovani koncentraci téchto produkt (respektive poctu iontl za sekundu,
ktery je pfimo imérny mnozstvi latky pfivadéné do pfistroje) v redlném cCase. Pritok
vzorku pentanu byl regulovan pomoci prutokoméru a byly sledovany zmény
koncentrace prekurzoru. S pfibyvajicim mnozstvim vzorku proudiciho do pfistroje
signdl O, prekurzoru postupné klesal, naopak pii snizovani pritoku pentanu do
piistroje signdl prekurzoru rostl. Ze zavislosti signalu O, " na priitoku vzorku byla

stanovena hodnota rychlostni konstanty pro reakci molekul pentanu s ionty O,
3.2 Méfeni koncentrace pentanu v lidském dechu

Nejprve byla zméfena hmotnostni spektra dechu zdravého jedince a to pro kazdy
prekurzor zvlast. Jedinec vydechoval po dobu 20 sekund ptimo do pfistroje, ktery byl
nastaven na méfeni hmot od 10 do 100 m/z. Tato oblast zahrnuje molekulové hmotnosti
produktt vzniklych reakcemi jednotlivych prekurzort s latkami bézné se vyskytujicimi
v lidském dechu. Celkem byla tedy ziskana tfi hmotnostni spektra, ktera byla nasledné
vyhodnocena a jednotlivé latky na ném identifikovany.

Pro pentan byly provedeny dvé série méfeni a to na skupiné zdravych jedinca a
na skupin¢ pacientl trpicich zanétlivymi stievnimi onemocnénimi (IBD). Prvni méfeni
bylo provadéno na skupiné 81 studentii ve véku 16-19 let pii ptilezitosti dne otevienych
dvefi 3. - 4. 11. 2012 na Ustavu fyzikalni chemie J. Heyrovského AV CR. Méieni
celkem 48 pacienti s IBD (20 s Crohnovou chorobou a 28 ulcerézni kolitidou)
probihalo ve dnech 21. 11. — 2. 12. 2011 v klinickém centrum ISCAREP*". Méieni
probihala v MIM modu.

Postup méfeni dechu probihal u vSech stejnym zptisobem a jednotlivci byli vzdy
pfedem instruovani jakym zptisobem do pfistroje vydechovat. Kazdy vydechoval pies

jednorazovy ustni naustek do pfistroje pomalu, a to po dobu 20 sekund. Vydechy byly

POZ Kazdému pacientu byl pfidélen identifikaéni kod obsahujici pouze informace o typu onemocnéni,

aktivité nemoci, véku a pohlavi. VSichni pacienti podepsali informovany souhlas. Méfeni bylo schvaleno
etickou komisi klinického centra ISCARE.
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provadény u kazdého celkem tiikrat a to pro kazdy prekurzor. Pro méfeni samotného
pentanu by sta¢ilo pouzit pouze prekurzor O,", skterym jedinym pentan reaguije.
Me¢éteni ovsem probihalo v rdmci vétsi studie zabyvajici se 1 jinymi latkami obsazenymi
v dechu, proto byly pouzity i prekurzory HsO" a NO™. Jedinci tedy vydechovali celkem

devétkrat za sebou s dostatecnymi prestavkami.

3.3 Méreni koncentrace exogenniho pentanu v lidském
dechu

Zdroj pentanu Vv lidském dechu nemusi byt jen pivodu endogenniho, ale také
exogenniho, coZ znamena, ze pentan v dechu muzZe pochazet z vnéjsiho prostiedi.
Napiiklad pfi kratké manipulaci s tékavym roztokem pentanu v laboratofi mizeme
v dechu laboranttu zachytit jeho stopy, a to i sné€kolikahodinovym odstupem. Dle
agentury OSHA (Occupational Safety and Health Administration) je pfipustny
expozi¢ni limit pro pentan (PEL — Permissible exposure limits) na pracovisti béhem
osmihodinové pracovni smény 1000 ppm.

U dobrovolnika, kteti po dobu péti minut omyvali chemické nddoby roztokem
pentanu, bylo zkoumano, nakolik se pentan projevi v jejich dechu. Nejprve bylo
zméteno celkové hmotnostni spektrum dechu obou dobrovolnikli na rozsahu hmot od 10
do 100 m/z. Poté byla v MIM moédu sledovana zavislost postupné klesajici koncentrace

pentanu v dechu na ¢ase uplynulém od inhalace.

I. Hustraéni foto Prabeh analyzy dechu
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4 Vysledky

4.1 lontova chemie pentanu — stanoveni rychlostni konstanty a
iontovych produkt

Pii reakci pentanu s prekurzorem O, vznikaji celkem &tyfi charakteristické
iontové produkty, které 1ze na hmotnostnim spektru pentanu pozorovat jako piky 42, 43,
57 a 72. (Obr. 3). Ty odpovidaji iontim C3Hg™ (42), CsH;" (43), C4Hg" (57) a CsHpp™
(72). Tyto ionty vznikaji nize uvedenymi reakcemi, u kterych jsou zaroven uvedena
procentualni zastoupeni téchto iontovych produkti pentanu (Obr. 4). K samotnému
vypoctu koncentrace pentanu se ovSem pouzivaji pouze dva jeho iontové produkty a to
tyom/z 42 a 72. Je to z toho duvodu, ze na piku 43 vytvaii iontovy produkt také aceton
a k piku 57 prispiva 0,2 procentem izotop H3**0*. Pokud bychom koncentraci pentanu
méfily ze vSech ¢ty pikd, dostavaly bychom fale$né vyss$i vysledky. Spravnou
koncentraci pentanu ziskame vynasobenim hodnoty (zméfené ze dvou prekurzort)
koeficientem (f,) odvozenym ze znamého procentualniho zastoupeni vsech Ctyr
produktd pentanu. Tento koeficient se zadava piimo do kinetické knihovny softwaru

piistroje SIFT-MS a ten piepocet provadi automaticky (Tab. 1).
CsHix + O, > CsHip " (72) + O, 32%
— C3H6+. (42) + Csz. + 0, 23%
- C3H7+ (43) +CoHs + 0, 37%

- C4H9+ (57) +CH3. +0, 8%

Tabulka 1. Kineticka knihovna ve formatu, ktery pouziva software SIFT-MS pro vypocet absolutni
koncentrace. Koeficient (f,) je vyznaen tu¢né. Hodnota uvadéna za prekurzorem udava rychlostni
konstantu reakce pentanu s prekurzorem O,".

Pentane (0,™)
2 precursors

32 0.8E-09 1.0
55 0.8E-09 -5.0
2 products

42 1.82

721.82
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Obrazek 3. Hmotnostni spektrum pentanu s prekurzorem O{'. Cervené oznacené piky 0 m/z 42,43,57 a
72 odpovidaji jednotlivym iontovym produktim pentanu. Zluté piky o m/z 32 a 50 patii prekurzoru
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Obrazek 4. Procentualni zastoupeni jednotlivych iontovych produktl vynesené do grafu jako funkce
priitoku 5 % smési pentanu v suchém vzduchu pii reakci s O, prekurzorem. Primarni iontové produkty
jsou ziskany extrapolaci pfimky do nulového pritoku. Rychlost pritoku vzorku je déna v relativnich
jednotkach, které odpovidaji exponencidlnimu poklesu signdlu O," prekurzoru béhem jeho reakce
s molekulami pentanu.
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Rychlostni konstantu reakce pentanu s prekurzorem O, Ize ziskat z rovnice prvniho

fadu:

Lrovnice I = Ige kIMltr

kde | vyjadiuje pocet iontl prekurzoru v ptitomnosti reagujiciho analytu M (pentanu),

l, po&et prekurzoru bez analytu, [M] podet &astic analytu v cm?®, a t; reakéni ¢as neboli

dobu, po kterou prekurzor reaguje s molekulami analytu ve vzorku. Rovnici si lze

upravit na vhodngjsi tvar:

I1.rovnice lnIT0 = [M]t, x k

Pocty ionti byly odeCteny z ptistroje. Vztah pro [M] byl odvozen ze

stavové rovnice idealniho plynu (Tab. 2). Reak¢ni ¢as t; je pro dany ptistroj konstantou

a to pfi stalé rychlosti prutoku nosného plynu, kterou lze spocitat z rychlosti Cerpani

trubice a tlaku nosného plynu. Do grafu (Obr. 5) byla vynesena zavislost In I/l na [M]t,.

Rychlostni konstanta reakce pentanu s prekurzorem O,"" je smérnici vzniklého grafu a

jeji hodnota je 2,0x10™.

8
In |/|o
7

6

5

y >
N
A
o
N
N
< _
@ & y = 2,0E-10x + 0,8454 , R*> = 0,8624
0 1E+10 2E+10 3E+10 M*¢, 4E+10

Obrazek 5. Graf znazoriujici zavislost ¢asové zmény intenzity prekurzoru (In 1/lg) na koncentraci
pentanu. Hodnota smérnice pfimky odpovida rychlostni konstanté viz Il. rovnice
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Tabulka 2. Odvozeni vztahu pro [M]. Vysledny vztah pro [M] (cm™) je zvyraznén tuéng. Tento vztah je
dan prutokem vzorku @, celkovym pratokem v trubici @ (vypoctenym z hodnoty na prutokoméru
nasobené koncentraci pentanu ve vzorku korigovanym na tenzi par pii dané teploté), celkovym tlakem v
proudové trubici pg (Torr), absolutni teplotou Ty (273,15K) a teplotou nosného plynu Tg. Pouzité fyzikalni
konstanty Loschmidtovo &slo No = 2.687x10™ (cm™®), standardni atmosféricky tlak po = 760 Torr a Vo=1
cm? byly pro zjednoduseni slou¢eny do jednoho koeficientu b.

N N
pV=nRT pV =—RT poVo=— RT,
Na Na
N
[M] = l PV _ Na H 5 NN T
v PoVo E—i RT, Vo opVp BT,

b= &*10'6=3,54*1016 Torrlem™

"~ poVo

Ty Opy
M] = 3,54:101¢-p, ——
[M] Pe T, ®,

Jak je zminéno vyse, rychlostni konstanta reakce pentanu s prekurzorem O;"
byla jiz v minulosti jednou zméfena [16]. Nami zméfena rychlostni konstanta je ovSem
2,5X vyssi nez hodnota konstanty ze zminéné studie, a pfi jejim pouziti ve vypoctu
koncentrace pentanu by vychazely koncentrace mnohem vysSi nez ocekdvané.
Vzhledem k tomu, Ze neexistuje jina studie, s kterou bychom mohli konstanty porovnat,
bylo nutné provést podobny experiment a tim ovéfit, ktera z hodnot je spravna.

Opét byla ptipravena smes pentanu s tim rozdilem, ze se vychazelo z kapalného
pentanu misto jeho headspace. Pentan byl pied odebranim vzorku uchovavan v lednici,
aby bylo dosaZeno niz§i tenze pary. Bylo nasato 200 uL pentanu a toto mnoZstvi
injektovano do sklenéné vzorkovnice o objemu 2 L, ktera byla pfedem proplachovana
suchym vzduchem. Z této smési byly odebrany 2 mL headspace do druhé vzorkovnice
o stejném objemu. Timto bylo dosazeno pfesné koncentrace pentanu (vypocet viz Tab.
3). Koncentrace ve druhé vzorkovnici byla méfena stejnym zpusobem jako
v piedchozim ptipadé ovSem bez pouziti prutokoméru (Viz experimentalni ¢ast). Do
knihovny ptistroje SIFT byly zadany ob¢ rychlostni konstanty, ¢imz byly ziskany dvé

rizné hodnoty koncentrace pentanu (odpovidajici jednotlivym konstantam). Ty byly



nasledné porovnany s piedem vypoctenou koncentraci pentanu ve druhé vzorkovnici.

Spravna koncentrace pentanu odpovidala rychlostni konstanté z ptivodni studie.

Tabulka 3. Vypocet koncentrace pentanu v druhé vzorkovnici. Prvni rovnice znazoriiuje objem plynného
pentanu, ktery se odpafil v prvni vzorkovnici. C; vyjadfuje koncentraci pentanu v ppm V prvni
vzorkovnici. C, udava vyslednou méfenou koncentraci pentanu ve druhé vzorkovnici (bylo fedéno
tisickrat). Vysledna koncentrace je zvyraznéna tucné.

1 V P>V \% 626+ 200+ 1077 22,4 = 0,039 dm3
= * = * =
Ty 72,15 A= BT A
0,039
2. ¢ = > * 100 =19 % - 19500 ppm
19500
3. 2 = 71000 =19,5 ppm

Timto experimentem byla tedy potvrzena rychlostni konstanta pro reakci
pentanu s prekurzorem O," (0,8x10° cm’s™) zméfena vroce 1996. Postup naseho
puvodniho méfeni nebyl chybny, nicméné bylo odhaleno nékolik nedostatkd, které
mohly byt pti¢inou nespravného vysledku. Pfedné nami pouzivany pratokomér byl
kalibrovan na vzduch, takze hodnoty na displeji piistroje pii pratoku pétiprocentni
smési pentanu nemusely korelovat se skuteCnym pratokem prochazejici smési.
Vysledny graf ani konstanta by tak neodpovidaly skutecnosti. Ve vyse citované studii
byl vyuzit pro ptepocet pratoku vzduchu na priutok pentanu faktor ureny pro dany typ
pritokoméru. Tato informace k ndmi pouzivanému prutokoméru neni k dispozici.
Chyba mohla vzniknout také v samotném zacatku piipravy pétiprocentni smési, kdy
mohl byt spolecné¢ s paramipentanu nasan i vzduch, coz by vedlo knizs§i nez
pozadované pétiprocentni koncentraci pentanu a samoziejmé by to opét negativné
ovlivnilo vysledek. Dilezitym bodem je zminit, ze koncentrace pentanu byla

korigovana na tenzi par pii dané teploté, takze zde k chybé nedoslo.
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4.2. Méreni koncentrace pentanu v lidském dechu

4.2.1. Hmotnostni spektra dechu zdravého jedince

Spektrum dechu zdravého jedince s prekurzorem HsO" je zobrazeno na obrazku
(Obr 6a). Piky o nejvétsich intenzitach 19, 37, 55 a 72 odpovidaji samotnému
prekurzoru HzO" a jeho vodnim klastrim H3O"-(H»0)123 Zbylé piky znazorfuji
iontové produkty vzniklé reakcemi latek obsaZenych v dechu s prekurzorem. Typicky
aceton je dan dvéma piky o hmoté 59 a 77 odpovidajici CH3COCH3H" a jeho
monohydratu CHsCOCH3H"H,0. Pik 18 je protonovany amoniak NH,". 1zopren je
detekovan jako CH,C(CH3)CHCHs;", ktery jako nepolarni latka netvoii hydraty a na
spektru je tak ptitomny pouze jeden jeho pik o m/z 69. K piku izoprenu 69 ¢asteéné
pfispiva 1 dihydrat metanolu (33,51,69), proto v pfipadé kvantifikace téchto dvou latek
je tfeba uzit 1 jiného prekurzoru. Dal§imi na spektru viditelnymi latkami pfitomnymi v
dechu jsou etanol C;HsOH,™ 0 m/z 47 (s dvéma hydraty 65 a 83) a propanol CsH;" o
m/z 43, C3H;0H," 0 m/z 61 (s hydraty CsH;OH," (H,0)1,0 m/z 79 a 97).

Obrazek 6b) ukazuje hmotnostni spektrum vzorku dechu s prekurzorem NO*. To
je typické vyrazngjsim pikem 68 pro izopren CsHg" a pikem 88 pro aceton
CH3COCH3NO"  Nejvyssi piky 30, 48 a 66 tvoii prekurzor. Na spektru Ize pozorovat
také piky ionti vody pramenici z vihkosti dechu a ion O," (32, 50) vznikajici s kysliku,
ktery je jako necistota souc¢asti nosného plynu hélia.

Spektrum s prekurzorem O, byva komplikovangjsi, nebot jeho ionizadni
energie je veétsi nez vétSiny organickych latek, coz pfi vzdjemné reakci vede k jejich
odpovidaji nejvyrazngjsi piky produktim acetonu o m/z 43 a 58 (CH3CO" a
CH3COCH3™), izoprenu 0 m/z 67 a 68 (CsH;" a CsHg™ ) a amoniaku o0 m/z 17(NH3").
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Obrazek 6. a) Hmotnostni spektrum (pocet iontit za sekundu proti m/z) dechu zdravého jedince
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o Charakteristickych iontovych produktl a oznaceny barevné.
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Obriazek 6. b) Hmotnostni spektrum dechu zdravého jedince ziskané pfi pouziti prekurzoru NO*
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Obrizek 6. ¢) Hmotnostni spektrum dechu zdravého jedince ziskané pfi pouziti prekurzoru O,

4.2.2. Méreni koncentrace pentanu v dechu dobrovolniku

Hodnota koncentrace pentanu v dechu kazdého dobrovolnika byla ziskana jako
primér koncentraci pentanu ze tfi samostatnych vydechd. Ziskana data celkem 81
dobrovolnikii ve véku od 16 do 19 let byla rozdélena na dvé skupiny dle pohlavi a
vyhodnocena nezavisle na sob¢. Statistické rozd€leni koncentrace pentanu v dechu
dobrovolnikli je zndzornéna histogramy na obrazku 7. Lze pozorovat, ze tvar
statistického rozdéleni neodpovida Gaussové kiivce. Primérna koncentrace pentanu v
dechu muzi je 24 ppb a celkovy rozsah koncentraci je od 4 do 49 ppb (median hodnot
koncentrace je 23 ppb). Primérna koncentrace pentanu v dechu Zen je 23 ppb a celkovy
rozsah koncentraci je od 0 do 49 ppb (median 22 ppb). Statistické rozdily mezi

hladinami koncentrace pentanu v dechu u Zen a muzi nejsou vyznamné.
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Obrazek 7. Histogramy znazortiujici statistické rozdéleni koncentrace pentanu v dechu u muzii a Zen ve
véku od 16-19 let.

4.2.3 Méreni koncentrace pentanu v dechu pacientt s IBD

Studie probihala celkem 14 dni, béhem kterych byl u 48 pacienti Stanoven
pentan v dechu. U 20 pacientt trpicich Crohnovou chorobou byla namétfena primérna
hodnota koncentrace pentanu v dechu 59 ppb a rozsah hodnot koncentraci mezi
25-171 ppb. U 28 pacientt trpicich ulcerativni kolitidou byl rozsah koncentraci 20 —
156 ppb a priméernd koncentrace 56 ppb. Pti porovnani priimérnych hodnot koncentrace
pentanu Vv dechu pacientii trpicich IBD s hodnotami zdravych jedinctl, lze pozorovat
vice nez dvojnasobné zvyseni téchto hodnot u pacientd. Tyto vysledky potvrzuji, Ze
pentan by mohl slouzit jako biomarker zanétlivych stfevnich onemocnéni. Pro aplikaci
do lékaiské diagnostiky bude vSak nutné provést dlouhodobé¢jsi a ditkkladnéjsi studii.

S projektem se tedy pocita i do budoucna.

27



8¢

c(ppb) 28-Nov-11 11:47:24 AM, O2+, IBD 25, UC 04 E

0 0 ] s
¢as (s)
Obrazek 8. Hladina koncentrace pentanu ve vydesich jednoho z pacientli v MIM modu. Na ose x je ¢as v sekundach a na ose y koncentrace
v ppb. Mista vydechi jsou vyznaéena Sedou barvou. Mezi jednotlivymi vydechy je laboratorni vzduch. Byla zméfena i koncentrace pentanu v

pozadi, coZ je vyznaceno zelenou barvou. V dechu pacienta monitorujeme i vodni paru, ktera je dtlezita pro kontrolu spravného fungovani
pristroje, nebot’ jeji koncentrace v dechu ¢lovéka je standardné 5-6 %.



4.3. Méreni koncentrace exogenniho pentanu v lidském dechu

Jako prvni po inhalaci par pentanu bylo ziskdno celkové hmotnostni spektrum
dechu jednoho z dobrovolnikd (obrazek 9). To v porovnani se spektrem lidského dechu
bez vlivu pentanu (obrazek 6c¢) obsahuje piky o m/z 42 a 72 odpovidajici iontovym
produktim pentanu. Na picich o m/z 43 a 57 nevystupuje pouze pentan (viz.
Experimentalni ¢ast) proto nejsou pro dikkaz pentanu v dechu jednoznacné. Nicméné
dva piky jsou dostatecné k ovéfeni pritomnosti pentanu v dechu bezprostfedné po
manipulaci s jeho roztokem a k ziskani ptfedstavy o tom, jak spektrum dechu s
exogennim pentanem vypada.

Pro urceni rychlosti odbouravani pentanu z dechu byla do grafu vynesena
zavislost koncentrace pentanu v dechu dvou dobrovolnikti na ¢ase. Body byly proloZzeny
exponencialni kiivkou a byla vyjadiena rovnice regrese, z které byl zjistén rychlostni
koeficient odbouravani exogenniho pentanu z dechu (Obr. 10). Hodnoty u obou
dobrovolnikli jsou téméf totozné. Mirna odchylka bude zpiisobena pravdépodobné
rozdilnou hmotnosti dobrovolnikd.

Postupné klesajici koncentraci pentanu v dechu obou dobrovolniki mizeme
vidét pfimo na obrazku 11, kde je znazornéno rozhrani softwaru pfistroje SIFT-MS pii

samotném méfeni koncentrace v MIM modu.
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Obrazek 9. Hmotnostni spektrum dechu dobrovolnika po pétiminutové inhalaci par pentanu za pouziti
prekurzoru 0,". Cervené vyznagené piky odpovidaji iontovym produktim pentanu. Pik 43je navy$ovan
piitomnosti iontového produktu acetonu CH3CO", ktery je pfirozené ptitomen v dechu. Na piku 57 se
podili mimo pentanu také izotop HzO™*
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Obrazek 10. Zavislost koncentrace pentanu v dechu dvou dobrovolniki (V, K) na ¢ase. V barevnych
rameccich jsou uvedeny rovnice regrese jednotlivych kiivek se zjisténymi rychlostnimi konstantami
odbouravani pentanu v minutach.
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Obrazek 11. Rozhrani softwaru SIFT-MS pii méfeni pentanu v dechu dobrovolnikd v MIM modu. Na ose X je ¢as v sekundach a na ose y
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sttidave. Na grafu lze pozorovat s ¢asem klesajici koncentraci pentanu v dechu u obou dobrovolnikd.



5 Zaver

Vlastnim experimentem byla ovéfena rychlostni konstanta reakce pentanu
s prekurzorem O,". Zaroven byly uréeny iontové produkty reakce s jejich
procentudlnim zastoupenim. Byla vytvofena knihovna umoziujici méfeni
koncentrace pentanu v realném case. Tim byla vyvinuta metoda k méfeni

stopovych koncentraci pentanu v lidském dechu.

Podle pfedem stanoveného protokolu byly zméfeny koncentrace pentanu
v dechu 81 dobrovolnikd ve ve€ku 16-19 let. Pro Zeny byla zjisténa primérna
koncentrace pentanu v dechu 23 ppb a pro muze 24 ppb. Byly tak ziskany viibec
prvni udaje o koncentraci pentanu v dechu zdravych jedincti métenych pomoci
SIFT-MS.

Podle stejného protokolu byly zméfeny koncentrace pentanu v dechu 48
pacientt trpicich IBD. U pacientti s Ulcerativni kolitidou byla zjisténa primérna
hodnota koncentrace 59 ppb a u pacientta s Crohnovou chorobou 56 ppb. Tyto
hodnoty jsou Vporovnani s hodnotami zdravych jedinci vyS8i, jak se
piedpokladalo. Nicméné se jedna o pilotni studii a ziskana data jsou zatim pouze
piredbézna. Ve vyzkumu se planuje pokraCovat a méteni provést dukladnéji na

vétsim mnozstvi pacientt.

Z hlediska bezpecnosti prace byl sledovan i exogenni pentan Vv dechu dvou
dobrovolnikli. V prvnich sekundédch po inhalaci par pentanu, pii které nebyl
ptekrocen limit dany OSHA, bylo v dechu dobrovolniku naméieno 5 ppm
pentanu. Bylo pozorovano i odbouravani pentanu z dechu a zjisténa rychlost

tohoto odbouravani. Koncentrace pentanu v dechu klesla za hodinu 115krat.
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