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CILE PRACE

1. Cile prace

e Teoreticka Cast

o Vypracovani reSerSe na témata biotransformace 1é¢iv, chronicka myeloidni

leukémie, tyrozinkindzové inhibitory, a hmotnostni spektrometrie.

e Prakticka ¢ast

o Optimalizace metody zalozené na spojeni kapalinové chromatografie

s hmotnostni detekci (LC-MS) pro analyzu nilotinibu a jeho metabolitti

o Analyza série vzorki od zdravych kontrol a pacienti s CML uzivajicich

nilotinib necilenou LC-MS metodou
o Vyhodnoceni dat a vyhledani metabolitii nilotinibu

o Strukturni identifikace metabolita nilotinibu



UvOoD

2. Uvod

Chronickd myeloidni leukémie je klonalni myeloproliferativni onemocnéni, které
predstavuje 15-20 % nové diagnostikovanych leukémii. Pro toto onemocnéni je
charakteristicka pfitomnost Philadelfského chromozomu (,,chromosome Philadelphia“; Ph),
ktery vznika vlivem reciproké translokace ramének chromozomu 9 a 22. Dusledkem této
translokace je vznik fuzniho onkogenu BCR-ABL, ktery produkuje konstitutivné aktivni
tyrozinovou kinazu Bcr-Abl. Objasnéni molekularni podstaty onemocnéni vyrazné
napomohlo k vyvoji ucinné cilené 1é¢by. Prulomem byla syntéza prvniho specifického
tyrozinkinazového inhibitoru (TKI) imatinibu. Mezi dalsi TKI pouzivané v terapii CML
patii dasatinib, bosutinib, ponatinib a nilotinib. Posledni jmenovany byl pfedmétem

zkoumani této prace.

Profilovani metabolitd 1é¢iv zahrnuje identifikaci a ¢aste¢nou kvantifikaci vybraného poc¢tu
metabolitl. Mezi zndmé metabolity nilotinibu patii zejména produkty jeho oxidace nebo
konjugace s kyselinou glukuronovou. Cilem prace je studium biotransformace nilotinibu
U pacientd S CML necilenym analytickym postupem. Ten ma potencial detekovat nové

dosud nepopsané metabolity.
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3.  Seznam pouzitych zkratek

ABL

ACN

BCR

c-Kit

CML

CYP

DDR

EPH

FDA

HPLC

LC-MS

FWHM

MS

Mr

m/z

PDGFR

Ph

ppm

gen na chromozomu 9 (Abelson murine leukemia virus)
acetonitril
gen na chromozomu 22 (breakpoint cluster region)

tyrozinkinasovy receptor pro kmenové bunky (stem-cell factor receptor

tyrosin kinase)

chronicka myeloidni leukemie

cytochrom P450

receptor discoidinové domény

Kinaza ephrinového receptoru

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv, USA (Food and Drug Administration)

vysokou¢inna kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatography)

kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrif
maximalni §itka v poloviné vysky piku

hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

relativni molekulova hmotnost

pomér hmotnosti a naboje

receptor pro destickovy rustovy faktor (plateled-derived growth factor

receptor)
Philadelfsky chromozom (Philadelphia chromosome)

parts per milion (%), relativni pfesnost
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QC vzorek kontroly kvality (quality control)

Src nereceptorova protoonkogenni tyrozinkinaza (sarcoma)
TKI tyrozinkinazovy inhibitor (tyrosine kinase inhibitor)
TOF analyzator doby letu (time of flight)
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4. Teoreticka ¢ast

4.1. Metabolizace xenobiotik

Xenobiotika jsou cizorodé latky, které organismus piijimé v potravé nebo z zivotniho
prostiedi zejména oraln€, kzi a plicemi. Mohou byt bud’ pfirodniho ptivodu, anebo uméle
vytvofeny clovékem. Mnoho téchto latek je toxickych, zejména vyskytuji-li se ve vysokych
koncentracich. Z tohoto diivodu organismus disponuje Gt¢innymi mechanismy inaktivujicimi
tyto cizorod¢ latky, aby mohly byt nasledné vylouceny. Pomoci biotransformace dochazi
ke zvyseni polarity cizorodé latky a usnadnéni jeji exkrece. U ¢lovéka probiha metabolizace
xenobiotik pomoci biotransformac¢nich enzymu zejména v jatrech, ale také v plicich, kizi,

placenté, sttevech nebo ledvinach [1].

Identifikace metabolitli [éCiv je velmi dulezita. Biotransformaci miize dochéazet k detoxikaci
nebo naopak k metabolické aktivaci. Osud lé¢iva v organismu studuje farmakokinetika, ktera
zahrnuje tyto zakladni dé&je: liberace, adsorpce, distribuce, metabolismus a eliminace
(LADME). Farmakodynamika popisuje ucinek 1éku na organismus [2]. Metabolismus
xenobiotik se dé€li do dvou fazi, ve kterych dochazi ke zvySeni polarity. Pro fazi I. je
Faze Il. byva oznaCovéana jako konjugacni. Nekdy je mezi tyto faze fazen také import

xenobiotika do buniky, jako faze 0, a export metabolit z bunky, jako faze III [1].

4.1.1. Faze L. biotransformace

Reakce I. typu zavadgji do nepolarni molekuly xenobiotika polarni funkéni skupiny. Reakce
I. typu zahrnuji hydrolyzu, redukci, oxidaci a dealkylaci xenobiotik. Tyto reakce odkryvaji
nebo vnaseji funkéni skupinu (-OH, -NHa, -SH nebo —COOH). Funkéni skupiny odkryté
nebo vnasené béhem faze 1. biotransformace jsou ¢asto mistem biotransformace faze II. [3].
Reakce probihaji v hepatocytech na hladkém endoplazmatickém retikulu. Mnoho téchto
oxidacnich reakci katalyzuji systémy cytochromu P450. Tyto monooxydazy jsou
indukovany svymi lipofilnimi substraty a obvykle vykazuji Sirokou specifitu. Mezi dalsi
enzymy, které se podileji na katalyze I. faze, patii napi. alkoholdehydrogenaza, flavin

monooxygenaza nebo esteraza [1].
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4.1.2. Systém cytochromu P450

Monooxygenazy zavislé na cytochromech P450 (CYP) tvoii spole¢né nadrodinu, kterou je
raznych izoforem CYP s riznymi vlastnostmi [1]. Nazev CYP byl odvozen z objevu, ze
redukovana forma enzymu vaze oxid uhelnaty a vtomto komplexu vykazuje nejvétsi
absorpci pii vinové délce 450 nm. [4]. CYP katalyzuji redukéni $tépeni molekularniho
kysliku. Pfitom je jeden kyslikovy atom pfenesen na lipofilni substrat a druhy uvolnén
v molekule vody. Potfebné redukéni ekvivalenty poskytuji NADPH + H*. Kromé degradace
xenobiotik se tyto enzymy podileji na mnoha metabolickych procesech endogennich
substanci (metabolismus sterold, steroidnich hormonti, Zlu€ovych kyselin, nenasycenych
mastnych kyselin, atd.). Na biotransformaci xenobiotik se u lidi podili CYP rodiny 1-3,
Castecné také CYP4 [5]

4.1.3. Faze I11. biotransformace

Féze 1. biotransformace mize, ale nemusi pfedchéazet fazi I. biotransformace. Zuc¢astnéné
enzymy jsou vyhradné transferazy (UDP-glukoronosyltransferaza, sulfotransferaza,
N - acetyltransferaza, methyltransferazy a glutathion-S-transferaza) a jejich produkty se
nazyvaji konjugaty. Reakce faze II. zahrnuji glukuronidaci, sulfataci, acetylaci, metylaci,
konjugaci s glutathionem a konjugaci s aminokyselinami [1]. Nejcasté&jsi formou tvorby
konjugatu je spojeni s glukoronatem na O- nebo N-glukoronid. Spojeni s aniontem
glukuronatu méni hydrofobni molekulu na vice polarni. Molekula se poté stava dostate¢né

rozpustnou ve vod¢ a je schopna exkrece.

4.2. Chronicka myeloidni leukémie

Chronick4 myeloidni leukémie (CML) je klonalni myeloproliferativni onemocnéni, které
predstavuje 15-20 % nové diagnostikovanych leukémii [6]. Je pfikladem onemocnéni,
u kterého nové poznatky v molekularni biologii umoZznily jak diikladné poznéani podstaty
nemoci, tak také objev nového principu 1é¢by v podobé inhibice tyrozinové kinazy Ber-Abl
jako hlavniho terapeutického cile. Kinaza Ber-Abl zcela méni fidici proces v buiice, az se

vymkne kontrole. Ovlivnéna buiika se rychleji mnozi, Zije déle a neni schopna plnit své

bézné funkce [7].
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4.2.1. Molekularni podstata onemocnéni

V roce 1960 Peter Nowell a David Hungerford ze Spojenych stati (Filadelfie) popsali své
pozorovani chromozomu v karyotypech sedmi nemocnych s CML. Tento maly chromozom
dnes nazyvame chromozom Philadelphia (Ph) [8]. V roce 1973 Janet Rowleyova urcila
pomoci techniky pruhovani a barveni, Ze Ph chromozom je vysledkem reciproké translokace

mezi chromozomy 9 a 22 t (9;22) (934; q11) [9].

Vysledkem translokace jsou zlomy, které vznikaji v riznych oblastech a vedou k tvorbé
odlisnych forem BCR-ABL. Gen ABL (Abelson murine leukemia) pochézi z chromozomu 9
a gen BCR (Breakpoint cluster region) z chromozomu 22 [10]. U CML pacienti je vétSinou
detekovan 210 kDA velky Ber-Abl protein (p210), ktery vznika fazi c-ABL a BCR genu,
ktery se zlomil v oblasti oznacené jako major (M-BCR) [11].

Chromozom 9 fg ; Cj;;if)kace
Chromozom 22 Philadelfsky
chromozom
_> +
bel
abl

22¢11.2
(bcl)

9934.1
(abl)

Obrazek 1. Translokace v genu BCR-ABL (Pievzato a upraveno z [12]).
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4.2.2. Stadia CML

CML se deli do tii fazi: chronicka (chronic phase), akcelerovana (accelerated phase)
a blasticka (blastic phase).

Naprosta vétsina pacientl (cca 95 %) je diagnostikovéana v chronické fazi, kterd mize trvat
mésice az roky. Jedna se o pomalu postupujici fazi, kdy mohou byt pacienti zcela bez
pfiznakll nemoci nebo jsou pifiznaky mirné, napf. snadna unavitelnost, ztrdta hmotnosti,
malatnost. Tuto fazi lIze nejlépe ovlivnit 1é¢bou. Casem se viak za¢ina zvySovat rychlost
proliferace bunék a mizi jejich citlivost k 1écbé. CML se postupné dostava do akcelerované
faze, v niz se u pacientli ¢astéji projevuje unava, a predevsim se jim progresivné zvétSuje
slezina, ktera tlaci na bfi$ni orgdny a mize v ni dochézet i k infarktim. Dale se u pacientl
vyskytuje zvysena télesna teplota, bolesti kosti a kloubti. Tyto obtize mohou pfedchazet
laboratornim zméndm nebo se objevuji soucasné s poklesem hemoglobinu, zvySenim poctu
bazofili a blastd v obvodové krvi anebo v kostni dieni [11]. Akcelerovana faze muze
postupné¢ piejit do blastické faze. V Ceské literatute se objevuje také termin blasticky zvrat.
V nékterych pripadech se blasticky zvrat objevuje ndhle bez zadné pivodni akcelerace.
Tento jev byl nazvan tzv. blasticka krize. Projevy a priibéh blastického zvratu CML se velmi

podobaji akutni leukémii. Blastickou fazi CML nelze v soucasné dobé¢ ovlivnit 1é¢bou TKI

[13].

Stanovit diagné6zu CML lze na zdklad€ vySetfeni na perzistentni leukocytozu. Daéle lze
testovat pfitomnost abnormalniho chromozomu Ph pomoci rutinni cytogenetiky nebo
ptfitomnosti Ph ptibuznych molekularnich Ber-Abl abnormalit pomoci fluorescencni in situ

hybridizace [14].

4.2.3. Cilena lééba CML pomoci TKI

Tyrozinové kinazy hraji v buiice kli¢ovou roli. Ridi n&kolik fyziologickych mechanismi
napf. proliferaci, diferenciaci, migraci nebo metabolismus buiiky, pomoci pfesunu

terminalniho fosfatu molekuly ATP na tyrozinova rezidua substratovych proteint [15].

Objev TKI znamenal v 1écbé CML zédsadni pokrok a v soucasnosti patfi k standardnim
zpiisoblim terapie této nemoci. Jedna se o prvni molekularni cilenou terapii ur¢enou k 1é€bé
nadorovych onemocnéni. Prvnim syntetizovanym TKI byl imatinib. Ten se pouziva jako 1ék

prvni volby pro standardni 1é€bu pacientl v chronické fazi CML. TKI druhé generace,
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dasatinib, bosutinib a nilotinib, jsou téz indikovany v prvni linii 1é¢by CML [16]. Dasatinib
i presto, ze by se mohl pouzivat v prvni linii 1é¢by, v Ceské republice je hrazeny pouze az
po selhani imatinibu nebo nilotinibu (tj. v druhé linii). V nedavné dobé se zacal ve svéte
vyuzivat i TKI tfeti generace ponatinib, ktery je G¢inny na vSechny typy mutaci Brc-Abl
véetné mutace T3511.[12]

Do roku 2001 byla lékova terapie pro CML velmi omezena na nespecificka ¢inidla, jakymi
jsou napt. busulfan, hydroxyurea a interferon-a. Tato 1écba vedla k ¢astecné regresi
onemocnéni a zlepSeni Sance na pieziti. Byla vSak doprovazena vyznamnou toxicitou. Mezi
dal$i moznosti 1é¢by se fadi také transplantace alogennich kmenovych bunék, ktera ale

piinasi riziko morbidity a vyssi imrtnosti [17].
Imatinib

Imatinib mesylat je derivatem fenylaminopyrimidinu. Chemicky se jedna o N-(4-methyl-3-
{[4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-ylJamino}phenyl)-4-[ (4-methylpiperazin-1-

yl)methyl]benzamid (obr. 2). Diive byl oznacovan také jako STI 571 nebo CGP 57148B
[11]. Imatinib je prodavan pod obchodnim jménem Glivec (Novartis, Svycarsko). Imatinib
byl prvnim TKI schvalenym americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA)
v kvétnu 2001. Okamzité zplsobil velky prilom v 1é€bé CML. Piestoze byl navrZzen
K inhibici Bcr-Abl, byla prokazana jeho inhibi¢ni G¢innost také proti dal§im kinazam: Abl,
¢ — Kit, PDGFRa, PDGFR, a Arg. [11]. Proto je imatinib nejen lékem prvni linie pro 1écbu
CML, ale je indikovan také pro 1écbu Ph pozitivni akutni lymfoblastické leukémie (ALL),
chronické eosinofilni leukemie s pfeskupenim FIP1L1-PDGFRa anebo pro 1é¢bu pacientt
s myelodysplatickym/myeloprolifernim  onemocnénim (MDS/MPD). Pro dospé€lého
pacienta je doporucena denni davka 400-800 mg jednou denné. Davka se lisi podle toho,
v jaké fazi se pacient nachazi [18]. Od zavedeni imatinibu v roce 2001 klesla ro¢ni imrtnost

naCMLz 10 % -20 % nal1l % -2 % [19].
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Obrazek 2. Strukturni vzorec imatinibu.
Nilotinib

Nilotinib, dfive oznacovan jako AMN107, je selektivni TKI druhé generace. Jeho chemicky
vzorec je monohydrat 4-methyl-N-(3-(4-methylimidazol-1-yl)-5-(trifluoromethyl)phenyl)-
3-((4-pyridin-3-ylpyrimidin-2-yl)amino)benzamid (obr. 3). Nilotinib je indikovan k 1é¢bé
pacient s CML. Blokuje aktivitu onkoproteinu Bcr-Abl a je i kompetitivnim inhibitorem
PDGFR, Kit, CSF-1R, DDR a ephrin-A4 receptorovych kindz. Nilotinib byl vyvinut
spole¢nosti Novartis a prodava se pod obchodnim nazvem Tasigna [11]. V soucasné dobé
ho lze pouzivat v prvni linii 1é¢by CML. Ptipravek je ucinny proti 32 ze 33 imatinib-

rezistentnich mutantnich forem Ber-Abl [20].

Nilotinib byl vyvinut na zéklad¢ studia krystalické struktury komplexu imatinib-Abl. Jeho
konstrukce vychazi z hypotézy, Ze ke zvySeni ucinnosti a selektivity je nutno udrZet vazbu
k inaktivné konformované Abl-kindzové doméné. Vaze se k ni s 30krat vyssi afinitou nez
imatinib, pficemz relativni G¢innost vici jednotlivym mutovanym formam je podobna

imatinibu [20].

V chronické fazi CML se doporucuje podavat nilotinib v davce dvakrat denné¢ 400 mg
nalacno, dvé hodiny po jidle a nejpozdé€ji hodinu pied jidlem. Po perordlnim uziti se 1€k
vstiebava piiblizné z jedné tietiny a dosahuje maximalni koncentrace v medianu dvou hodin
po aplikaci [16]. Mezi nezadouci ucinky lze zafadit zmény v krevnim obraze (neutropenie),
bolesti hlavy, gastrointestinalni potize, kozni vyrazky, hyperglykémie, aj. |pies tyto

problémy se da konstatovat, ze bezpecnostni profil nilotinibu je velmi dobry [7].
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Obrazek 3. Strukturni vzorec nilotinibu.
Dasatinib

Dasatinib (BMS-354825) je derivat thiazol karboxoamidu. Chemicky jde o monohydrat N-
(2-chloro-6-methylfenyl)-2-[[6-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]-2-methylpyrimidin-4-

yl]lamino]-1,3-thiazol-5-karboxamid (obr. 4). Radi se do druhé generace TKI. Dasatinib byl
schvalen FDA pod nazvem Sprycel (Bristol-Myers Squibb, USA) v ¢ervnu 2006 pro 1é¢bu
CML a Ph pozitivni ALL s rezistenci nebo intoleranci na ptedchozi 1écbu zahrnujici
imatinib. Dasatinib byl vyvinut jako inhibitor rodiny Src kinaz (Lck, Fyn, Hck, Lyn, Src),
ktery vSak inhibuje také kinazy Abl, Bcr-Abl, c-Kit, PDGFR-f a kindzu ephrinového
receptoru EPH. Doporucena denni davka je 100 mg, v ptipad¢€ pokrocilych stadii CML nebo
nedostate¢ného 1é€ebného Ucinku se davka zvySuje az na 180 mg jednou denné€ nebo 100
mg dvakrat denné [11]. Pfi relativnim srovnani uéinnosti na leukemickych liniich
(s nemutovanou Bcr-Abl doménou) in vitro byl dasatinib 325krat ¢innéjsi nez imatinib

a 16krat u€innéjsi nez nilotinib.
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Obrazek 4. Strukturni vzorec dasatinibu.
Bosutinib

Bosutinib (SKI 606) je derivat 7-alkoxy-3-chinolinkarbonitrilu, ptesnéji 4-(2,4-dichloro-5-
methoxyanilino)-6-methoxy-7-[3-(4-methylpiperazin-1-yl)propoxy]chuinoline-3-

karbonitril (obr. 5). Bosutinib vaze kindzové domény Ber-Abl, Src a minimalné inhibuje
PDGF receptor a c-Kit [11]. Bosutinib byl na zakladé klinickych testt v prosinci 2017
schvalen FDA i pro terapii dosud nelé¢enych pacienti s CML [21]. V Ceské republice

registrace 1éku zatim neprob¢hla.

Obrazek 5. Strukturni vzorec bosutinibu.
Ponatinib

Ponatinib se fadi do tieti generace TKI. Strukturné jde o 3-(2-{imidazo[1,2-b]pyridazin-3-
yl}ethynyl)-4-methyl-N-{4-[(4-methylpiperazin-1-yl)methyl]-3-

(trifluoromethyl)phenyl}benzamid. Pouziva se u pacientl, ktefi netoleruji nebo
neodpovidaji na 1écbu dasatinibem ¢i nilotinibem a pro které neni povazovana za vhodnou

nasledna 1éba imatinibem. Rovnéz se pouziva u pacientt, kteti maji tzv. "T315] mutaci” -
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genetickou mutaci, ktera je Cini rezistentnimi k 1é¢bé imatinibem, dasatinibem ¢i
nilotinibem. Ponatinib je u¢inny proti této mutaci, Z toho divodu Ze obsahuje ve své
struktufe trojnou vazbu. Ponatinib je v jatrech metabolizovan esterazami a amidazami
(inaktivace) a CYP3A4, dominantné je poté vylu¢ovan stolici [22]. Je znamy pod obchodnim
nazvem Iclusig (Ariad Pharmaceuticals, USA). V Ceské republice zatim nebyl uveden na

trh.

CH,
H3C\N/\ NH
g d L7
- A
F F NN )

Obrazek 6. Strukturni vzorec ponatinibu.

4.3. VysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka metoda slouzici k ptevedeni molekul na ionty,
rozliSeni téchto ionti podle poméru hmotnosti a naboje (,,mass to charge ratio; m/z)
a naslednému zdznamu relativnich intenzit jednotlivych iontd. Mezi nejvétsi vyhody MS
patii vysoka citlivost detekovanych latek, kvalitativni analyza (urceni relativni molekulové
hmotnosti (Mr) a dalSich strukturnich informaci), kvantitativni analyza, a piedevSim
minimalni spotfeba vzorku. Naopak za nevyhody lze povazovat vysokou pofizovaci cenu a

velké provozni naklady [23].

Hmotnostni spektrometr se skldda ze tii zakladnich ¢asti — iontovy zdroj, hmotnostni
analyzator a detektor. V iontovém zdroji dochazi k ionizaci a prevodu iontd do plynné faze.
Z analyth vstupujicich do iontového zdroje spolecné¢ s matrici (napf. mobilni faze
z kapalinového chromatografu, doprovodné slozky vzorku) vznikaji kladné nebo zéporné
nabité ionty molekularni (M*, M"), aduktové ([M+H]*, [M-H], [M+CHs ]*, [M+NH; ],
[M+HCOO] apod.) nebo v nékterych piipadech méné stabilnich latek i fragmenty
ionizované molekuly [24]. Ionty jsou nasledné rozdéleny podle hodnoty m/z pomoci

hmotnostniho analyzatoru. Pro detekci iontl po jejich rozd€leni podle m/z a k urceni relativni

20



TEORETICKA CAST

intenzity jednotlivych ionti slouzi detektor. Hmotnostni spektrometr by se dale neobesel bez

vakuového systému, iontové optiky a pocitace, ktery cely systém ovlada.

Vakuum

Pfivod Potitaé
vzorku

Obrazek 7. Zakladni schéma hmotnostniho spektrometru (ptevzato z [25]).

Ionizace se d¢li na tzv. tvrdou a mékkou, podle mnozstvi energie, kterou na molekulu
pusobime. Mezi zastupce tvrdé ionizace fadime napfi. elektronovou ionizaci. Molekuly
analytu jsou vystavovany srdzkam s energeticky bohatymi elektrony. Vysledkem je vznik
kladn¢ nabitého radikdlu dané molekuly, ktery se navic mlze dale rozpadat na fragmenty
z dtvodu piebytku energie [26]. Naopak u m&kkych ioniza¢nich technik je piebytek energie
vzniklého iontu maly, tudiz je omezena i moznost jeho fragmentace. K tomuto druhu
ionizace fadime chemickou ionizaci [27] a mnoho desorpénich technik, napf. ionizaci

elektrosprejem [28], nebo matrici asistovanou laserovou desorpci [29].

Vysoko rozlisujici hmotnostni spektrometrie (high-resolution mass spektrometry, HRMS)
umoznuje odlisit ionty s blizkou hodnotou m/z a dovoluje stanoveni m/z s pfesnosti na
4 desetinnd mista s relativni chybou mensi nez 5 ppm. Hlavnimi pouZivanymi HRMS
analyzatory jsou: TOF, Orbitrap a iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou
transformaci. RozliSovaci schopnost hmotnostniho analyzatoru je definovana jako pomér
hodnoty m/z ku $ifce hmotnostniho piku v poloving jeho vysky (full width at half maximum,
FWHM). HRMS piistroje maji rozliovaci schopnost v rozmezi 10%-10° oproti tomu
ptistroje s jednotkovym rozliSenim (kvadrupdly, iontové pasti) dosahuji rozliSovaci

schopnosti 102 — 5x10° [30].
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4.3.1. Orbitrap

Orbitrap patii k nejnovejsim typim hmotnostnich spektrometri. Funguje na principu
elektrostatické iontové pasti. Byl vynalezen ruskym fyzikem Alexanderem Makarovem [31]

a komeréné je dostupny od roku 2005 [32].

Orbitrap obsahuje dvé elektrody — vnéjsi a vnitini, které se 1i$i tvarem. Vné&jsi elektroda je
tvaru ,,soudku“ a je rozdélena mezerou na dvé casti, které jsou od sebe izolovany.
Vietenovita vnitini elektroda drzi past celistvou a je na ni ptivadéno stejnosmérné napéti,
zatimco vnéjsi elektroda je uzemnéna. Ionty jsou s urcitou kinetickou energii ptivedeny do
prostoru mezi elektrodami, kde pak zacnou rotovat a oscilovat podél centralni elektrody diky
elektrostatickému poli s kvadratickologaritmickou potencialovou distribuci [31]. Vné&jsi
elektroda pak detekuje tyto axialni oscilace, které jsou prevedeny pomoci Fourierovy

transformace na hmotnostni spektrum [33].

Obrazek 8. Prifez Orbitrapem se znazornénou stabilni trajektorii iontu (pfevzato z [34]).
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5. Prakticka ¢ast

5.1. Material

5.1.1. Chemikalie

Acetonitril LC-MS (ACN, >99,9%), hydroxid amonny (25%), kyselina mravenc¢i (100%) a
metanol LC-MS (>99,9%), dimethylsulfoxid (DMSO) byly zakoupeny u firmy Fluka
(Némecko). Standard nilotinibu byl zakoupen u firmy LC Laboratories (USA). Pro ptipravu
vSech roztokt byla pouzita LC-MS voda, ktera byla zakoupena u spole¢nosti Sigma Aldrich
(USA).

5.1.2. Pristrojové vybaveni a software

Studované latky byly analyzovany pomoci kapalinového chromatografu Ultimate 3000 RS
(Dionex, USA), ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Orbitrap Elite (Thermo scientific,
USA). Dale byly pouzity Vortex V-1 (BioSan, CR), Centrifuga Mikro 120 (Hettich
zentrifugen, Némecko), magneticka michatka s ohfevem PST-60 HL plus (Biosan,
Lotyssko) a pH metr CyberScan PC 510 (Thermo Scientific, USA).

Metabolity nilotinibu byly identifikovany pomoci softwaru Compound Discoverer 2.1™
(Thermo Scientific, USA), Mass Frontier ™ (Thermo Scientific, USA) a Xcalibur 2.2 ™
(Thermo Scientific, USA).

5.1.3. Biologicky material

K analyze byla pouzita krevni plazma diagnostikovanych pacientt s CML uzivajicich
nilotinib a zdravych jedinct (kontrolni vzorky). Tento material byl ziskan ve FN Olomouc

na zakladé informovaného souhlasu schvaleného etickou komisi FN Olomouc.

5.2. Priprava standardu, vzorku, vzorku kontroly kvality, blanku

Priprava standardu

Zasobni roztok standardu nilotinibu byl pfipraven 0 koncentraci 2 mg/mL v DMSO. Ten byl

dale fedén nejdiive metanolem a dale smési metanolu a vody 1:1 s ptidavkem 0,1% kyseliny
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mravenci az na konecnou koncentraci 100 ng/mL. Tento roztok byl poté pouzit v piimé

infizi do hmotnostniho spektrometru za Gcelem studia fragmentace nilotinibu.
Priprava vzorkii:

Vzorky pro necilenou analyzu metabolizace nilotinibu byly pfipravovany smichanim 50 pL
plazmy a 150 uL metanolu. Smés byla zvortexovana a umisténa pfes noc do mrazaku na
- 80 °C. Nésledovala centrifugace 5 min x 14000 rpm. Pro kone¢nou analyzu bylo odebrano

100 pL ¢irého supernatantu do HPLC vialek.
Piiprava vzorku kontroly kvality (QC):

Pro piipravu QC vzorku bylo odebrano 10 pL ¢irého supernatantu z kazdého pacientského
I kontrolniho vzorku do mikrozkumavky. Poté nasledovala centrifugace 5 min x 14000 rpm

a rozalikvotovani do HPLC vialek po 100 pL.
Priprava blanku:

Pro blank bylo pouzito 50 puL vody a 150 pL metanolu. Dalsi postup byl stejny jako pfi

ptiprave vzorkt a QC.

5.3. Pouzité metody

Fragmentace nilotinibu byla podrobné studovana, analyzou jeho standardu aplikovaného
pfimym nastiikem do hmotnostniho spektrometru. Naméfend produktova spektra

(MS2-MS®) byla nahrana a dale zpracovéana v databazi mzCloud [35].

Chromatograficka separace probihala na kolon¢ Kinetex C18 1,7 pm (2,1x100 mm,
Phenomenex, Torrance, USA), ktera byla nahfata na 40 °C. Pro pfipravu mobilni A faze byla
pouzita kyselina mravenci o koncentraci 10 mmol/l, titrovand hydroxidem amonnym na

pH 4. Mobilni faze B obsahovala acetonitril (ACN).

Gradient mobilni faze byl nasledujici: 0-3 minuty, 20 % B; 3-13 min, zvySovani koncentrace
B z 20 % na 60 %; 13 - 13,5 min, rast koncentrace B z 60 % na 90 %; 13,5 — 18 min, 90 %
B; 18 — 18,5 min, navrat na pocate¢ni podminky z 90 % na 20 % B; 18,5 — 20 min,
reekvilibrace kolony pii 20 %. Pritok mobilni faze byl 0,5 ml/min. Separace probihala pii

tlaku 600—700 bard. Nasttik vzorku byl 1 pL.
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Nastaveni iontového zdroje hmotnostniho spektrometru je shrnuto v tabulce 1. Méteni bylo
provedeno v plném skenu v rozsahu hodnot m/z 250-1200 pii rozliseni 60 000 FHWM (pfi
m/z 400) a presnost méteni byla zajisténa pomoci interni kalibrace (funkce Lock mass)

do 1 ppm.

Tabulka 1. Parametry iontového zdroje

Teplota sprejovaci kapilary [°C] 360

Prutok ,,sheath gas“ [arb.] 35
Pritok ,,auxillary gas“ [arb.] 10
Pritok ,,sweep gas“ [arb.] 0
Napéti zdroje [kV] 3
Teplota vnitini kapilary [°C] 350

V data dependentnim modu bylo nastaveno rozliseni 30 000 FHWM. Aby nedochazelo
k fragmentaci endogenni latek a probihala fragmentace metabolitii, byl ptidan tzv. Reject
mass list. Ten obsahoval endogenni latky, které byly nejvice abundantni ve vzorcich
zdravych darci. Aby mohl byt Reject mass list vytvofen, musela nejdiive prob&hnout
analyza n¢kolika vzorkl plazem od zdravych darct stejnou necilenou LC-MS metodou. Dale
byly zadany hodnoty m/z piedpokladanych metabolitt (m/z nilotinibu 530.1911 + 15.9949
— oxidovany produkt 546.1860; 530.1911 + 31.9899 — dioxidovany produkt 562.1810,
530.1911 + 176.032 — glukuronidovany produkt 706.2231; apod.) do tzv. Parent listu. Poté
co doslo k fragmentaci (tfi skeny) péti nejintenzivnéjSich metaboliti ¢i metabolitu z Parent
listu ve skenu, funkce Dynamic exlusion vlozila tyto metabolity na 30 vtefin do Reject mass

list. Dalsi parametry jsou uvedeny v tabulce 2.
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Tabulka 2. Parametry data dependentniho médu

Minimalni signal 1000
Izolacni Sifka [Da] 2

Normaliza¢ni energie [J] 40

AKktivacni ¢as [ms] 10
Kolizné
T indukovana
yp disociace
(CID)

5.4. Vyhodnoceni

Pro analyzu bylo pouzito 25 vzorki pacienti s CML uZivajicich nilotinib a 25 vzorkd od

zdravych darcu jako kontroly.

Pro ovladani systému a sbér dat byl pouzit program Xcalibur 2.2 ™. Hmotnostni spektra
byla ziskana v data dependentnim méodu. Dale byla data zpracovana v programu Compound
Discoverer 2.1 ™. Zde bylo provedeno necilené porovnani dat z obou skupin, které mélo za
cil detekci metabolitl nilotinibu. Rovnéz bylo pouzito i cilené vyhledavani predpokladanych

metabolitl, jejichz m/z hodnoty byly programem navrzeny.

K analyze metabolitd nilotinibu i jejich fragmentl byl pouzit program Mass Frontier, ktery
navrhuje mozné mechanismy fragmentace a usnadnuje tak urceni chemické struktury
studovanych latek. Podrobna fragmentace nilotinibu uloZena do databaze mzCloud byla
pouzita pii studiu produktovych spekter jeho metaboliti k navrZzeni mechanismu

fragmentace.
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6. Vysledky

Pomoci programu Compound Discoverer 2.1 ™ bylo detekovano 6944 latek (,.features )
Vv reten¢nich ¢asech 3-20 min. Jelikoz samotny nilotinib byl detekovén v retencnim case 10,7
min., dalo se ptedpokladat, kde se budou pohybovat reten¢ni ¢asy metabolitii nilotinibu.
Proto bylo v Compound Discoverer 2.1 ™ zafazeno nékolik filtri, které zredukovaly pocet
moznych metabolitt (tab. 3). Zvolené filtry zahrnovaly pfitomnost iontti v blanku, pomér

mezi skupinami, minimalni intenzitu piki, reten¢ni ¢as a molekularni hmotnost.

Tabulka 3. Parametry nastaveni filtrii v programu Compound Discoverer 2.1 ™

Pritomnost v pozadi (Background) Ne

Pomér (Ratio) VEtsi nebo rovno 10.00
Velikost piki (Group Areas) Vétsi nez 1000
Retencni ¢as (RT) Rozmezi 3.00-14.00

Molekularni hmotnost (Molecular Weight) ~ Men$i nez 1000

Po aplikaci filtrd program navrhl jedenact realnych metaboliti. Manualné byly dale
vyfazeny ionty s hmotnostnim defektem (tj. rozdil mezi nominalni hmotnosti a
monoizotopovou hmotnosti iontu) vét§im nez 50 mDa. Koneénych sedm metaboliti bylo
dale analyzovano pomoci nékolikastupiiové fragmentace (az MS®) za tcelem uréeni jejich

chemickych struktur (tab.4).
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Tabulka 4. Piehled potencialnich metabolitd nilotinibu

Nazev Nazev m/z metabolitu m/z posun RT [min]
metabolitu metabolizace
M736 Oxidace na 736.1983 206.0072 6.98
metylu
karboxylu,
glukuronidace
M706 Glukuronidace 706.2231 176.0320 5.00
M574 Bez ndzvu 574.1808 43.9897 10.56
M564 Dioxidace, 564.1967 34.0056 9.20
otevreni
imidazolového
kruhu
M546 A Oxidace 546.1861 15.9950 8.25
M546 B 8.98
M546 C 9.14
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Namétena produktova spektra (MS? i MS®) nilotinibu (m/z 530) v retenénim ¢ase 10.7 min
jsou zobrazena na obrazku 9. K fragmentaci dochazi uprostfed amidové vazby
(289 — nejintenzivnéjsi produktovy ion), dale pak okolo amidové vazby ze strany dusiku
(307 — nejméné intenzivni produktovy ion) a kysliku (261), v neposledni fadé dochazi i

k odstépeni jednoho atomu fluoru (510).

NILOTINIB MS2 530
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—_ NH  _N a N
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e ;
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‘ 307.1202 510.1868
O - T i —1 T T - -
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mi/z
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Obrazek 9. MS? fragmentaéni spektrum nilotinibu m/z 530 a nasledné MS® spektrum
produktovych iontd m/z 261, 289 a 510. Znazornéna struktura nilotinibu, ukazuje na

jednotliva mista fragmentace.
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v

Nejintenzivnéjsi ion (718) v MS? produktovém spektru metabolitu M736 (retenéni ¢as 6.98
min) vznika po neutralni ztraté¢ molekuly vody. Produktovy ion 560 vznika po neutralni
ztraté typické pro glukuronidovou skupinu. MS? produktové spektrum tohoto iontu obsahuje
fragment 289, ktery je charakteristicky pro nilotinib a odpovida rozstépeni amidové vazby.
Neutralni ztrata produktového iontu 516 odpovida ztrat¢ karboxylu. Rozdil mezi
produktovymi ionty 560 a 542 odpovida molekule vody. Produktova spektra iontli jsou

ukazana na obrazku 10.

OXIDATION OF METHYL TO CARBOXYL, GLUCORONIDATION 736

MS2 736
100 MS3 of 560 718.1868
" 560 NL of H,0
_ . —100- 516.1755
glc. 5;
- b 289 8
F F ©
o
c
= 5 i ] g 289.1089
= NH_ N s N b 542.1541
[ 516 NS = - ‘ - 1.9F2
S 50 Ho A B o
3 e 200 300 400 500 600
@ 542
0] L m/z
=
g5 560.1651
Q
o
542.1551 1.8E3
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miz

Obrazek 10. MS? produktové spektrum metabolitu nilotinibou M736 a nasledné MS?®
spektrum m/z 560.

MS? fragmentace metabolitu nilotinibu M706 (reten¢ni ¢as 5.0 min) a naslednd MS®
fragmentace nejintenzivnéj$iho piku m/z 530 jsou znazornény na obrazku 11. Produktovy
ion 530 vznikd po neutralni ztraté (176) typické pro glukuronidovou skupinu. Poloha

glukuronidace nebyla pouzitou technikou zjisténa.
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GLUCURONIDATION 706

MS2 706
100 MS3 of 530
289.1099
100
T ]
= -
8
c
© 4
b= | 2.0E1
i 50 Dhl III\IIHHllll\wlll\unlnl\l\l\ll I i,
© 200 400 600
2 miz
£
&
0 | . . .
200 250 300 350 400 450
m/z

530.1912 o
F — glc.
F F
o} = |
NH N s N
s
N//N NHJ\@ \N‘( =
oHy
HaC
‘ 1.9€3
| | ! ‘
500 550 600 650 700

Obrazek 11. MS? produktové spektrum metabolitu nilotinibou M706 a nasledné MS?®

spektrum produktového iontu 530.

Nejintenzivnéjsi ion (289) v produktovém spektru metabolitu M564 (retencni ¢as 9.20 min)

vznikd po neutrdlni ztraté 275. Fragment

289 je charakteristicky pro nilotinib a odpovida

roz§tépeni amidové vazby. K fragmentaci dale dochazi okolo amidové vazby ze strany

dusiku (307) a okolo kysliku (261). Fragment 465 odpovida rozstépeni imidazolového

kruhu.

DIOXIDATION, IMIDAZOLE OPENING 564
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Obrazek 12. MS? produktové spektrum metabolitu nilotinibu M564 a nasledné MS?

spektrum m/z 289.
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Byly pozorovany tii oxidované metabolity M546A-C. Produktova spektra jsou znazornéna
na obrazku 13. V tomto konkrétnim ptipadé se jedna o tfi metabolity se stejnou hodnotou
m/z (546), které se eluovaly ve tfech rozdilnych retencnich ¢asech (8.25, 8.98 a 9.14 min.).

Z toho vyplyva, Ze metabolizace bude probihat na rtiiznych mistech nilotinibu.

OXIDATION 546
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Obriazek 13. MS? produktové spektrum metabolitd nilotiniou M546A-C (A — RT: 8.25 min,
B —RT: 8.98 min, C — RT.14 min). Znazornéna struktura ukazuje, kde pravdépodobné dojde
k oxidaci.

Z dtivodu nizké intenzity metabolitu M574 bylo ziskdno jen MS? produktové spektrum
(obr. 14). Zde byly pozorovany neutralni ztraty odpovidajici ztrat¢ CO2 a CH3OH.
MS2 574
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Obriazek 14. MS? produktové spektrum metabolitu nilotinibu M574.
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7. Diskuze

Cilem bakaléiské prace bylo provést experiment a ovéfit, jestli 1ze necilenou metodou
Vv plazmé pacientti S CML najit strukturné neocekavané metabolity nilotinibu. Tato metoda

se jiz Gspesne v minulosti aplikovala na imatinib [25].

V experimentalni ¢asti byla nejprve optimalizovana LC metoda pro hmotnostni spektrometr
Orbitrap Elite. Po testovani n¢kolika typi mobilnich fazi, byla pouzita kyselina mravenci
0 koncentraci 10 mmol/I titrovand hydroxidem amonnym na pH 4 jako faze A a ACN jako
faze B. Mobilni fAze ma vliv na spravné déleni metabolitii a na dobré tvary pika pro kone¢né

rozliSeni. Doba jedné analyzy byla 20 minut.

Dulezitym krokem byla fragmentace standardu, ktera poté byla vlozena do databaze
mzCloud. Podrobné studium fragmentace nilotinibu za pouziti standardu bylo zapotiebi
ke spolehlivému urcovani chemickych struktur metabolitd za predpokladu, ze jejich

fragmentace bude analogicka.

Béhem analyzy klinickych vzorkd od pacienti uZzivajicich nilotinib byl vyuzit data
dependentni mod, ktery u dostatecné intenzivnich metabolitl zaroven provedl fragmentaci a
automaticky pritadil produktova spektra k pikim. Aplikace tzv. Reject listu zabranila

fragmentaci endogennich metabolit. Velice to tak usnadnilo nasledné urcovani struktur.

Analyzovany byly dohromady pacientské 1 kontrolni vzorky. Ty se od sebe liSily praveé
V uzivani/neuzivani nilotinibu. Necilenou analyzou lze detekovat rozdily v metabolickych
profilech obou skupin. Hlavni rozdil byl tvofen pravé nilotinibem a jeho metabolity. Tento
postup umoznuje detekci 1 strukturné neptedpoklddanych metaboliti studovaného 1é¢iva

tvofenych in vivo (obr. 15).

Programem Compound Discoverer 2.1 ™ bylo navrzeno celkem 6944 potencialnich
metabolitii. Po aplikaci nékolika filtr (tab. 3) se dale pracovalo pouze se sedmi z nich. Ctyfi
latky byly vyfazeny manualné i pfestoze prosly vSemi nastavenymi filtry, a to z divodu
hmotnostniho defektu (mass defect) vétsiho nez 50 mDa. Filtrovani podle hmotnostniho
defektu se pouziva pti detekci metabolitil vznikajicich z jedné molekuly. Prilis vysoky defekt

znadi, ze dana latka nema ptivod ve zkoumaném léku [36]. U zbylych metabolitt byla
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provedena nékolika-stupiiova fragmentace (az MS?) za udelem uréeni jejich chemickych

struktur.
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Obrazek 15. Schéma provedeného experimentu. (TIC: total ion chromatogram)

Pro uréeni struktury metabolitu M736 byla provedena MS? a MS?® fragmentace. Na zakladé
dopocitani neutralni ztraty doslo k uréeni metabolizace: oxidace metylu na imidazolovém
kruhu na karboxylovou skupinu a nasledna glukoronidace. K uréeni napomohla neutralni
ztrata 18 (produktovy ion 718), ktera je charakteristicka pro molekuly vody, dale ztrata 176
(produktovy ion 560), ktera je typicka pro molekulu glukoronidu. Pfitomnost produktového
iontu 289 v MS2 spektru naznacuje, Zze metabolizace neprobiha na strané kysliku amidové
vazby. Nejpravdépodobnéjsi misto vzniku karboxylové skupinu je pak metyl imidazolového

kruhu. Poloha glukuronidace nemtiZe byt pouZitou technikou zjisténa.

Metabolit M706 pfedstavuje glukuronid nilotinibu. Neutralni ztrata hlavniho produktového
iontu v MS? spektru (176) je typicka pro ztratu glukuronidu. Dale bylo prokazdno MS®
fragmentaci produktového iontu m/z 530, ze jeho MS? produktové spektrum (obr. 11)
odpovida MS? produktovému spektru samotného nilotinibu (obr. 9). Pouzité metody viak

nedovoluji urcit prfesnou polohu glukuronidace.
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Fragmentace metabolitu M564 (obr 12) vedla ke zjisténi, Ze na molekule nastanou dvé
oxidace a zaroveil dojde k otevieni imidazolového kruhu. Tento tsudek vychazi z neutralni
ztraty 36 (2x H20). Oxidace bude nejspise probihat na imidazolovém kruhu. Neutralni ztrata
99 (produktovy ion 465) vznika po otevieni imidazolového kruhu. Produktovy ion 289
v MS? spektru potvrzuje, ze metabolizace neprobiha na kyslikové strané amidové skupiny

molekuly. To dale potvrzuje i piitomnost produktového iontu 261 v jeho MS? spektru.

U metabolitit M546A-C bylo zjisténo, Ze se jedna o oxidaci molekuly. Neutralni ztrata 16
odpovida ztraté kysliku. Mechanismus fragmentace je znazornén na obr. 13. Poloha oxidace,
ktera je znazornéna zavorkou, bude probihat pravé na oznaceném misté, z ditvodu toho ze
produktovy ion 305 odpovidéa iontu 289 + 16 (oxidace). Kdyby produktovy ion 289 ve
spektru byl, tak by oxidace probihala na druhé poloving nilotinibu. Dale dochazi k odstépeni
jednoho atomu floru (fragment 526 u metabolitu M546B), rozstépeni amidové vazby
(fragment 305), odstépeni =O (fragment 528), anebo Kk odstépeni amidové skupinu za

kyslikem (fragment 277).

Fragmentace metabolitu nilotinibu M574 ukézala pouze to, Ze produktovy ion 530 vznika
neutrdlni ztratou 43.9904 odpovidajici CH3OH a produktovy ion 542 neutrdlni ztratou
32.0263 odpovidajici molekule CO>. V tomto ptipadé nedoslo k objasnéni struktury, jelikoz
dopocitané ztraty nezapadaly do Zadné realné slouceniny. V tomto piipadé by v budoucnu
mohly nasledovat dal$i studie s podrobn&jsi fragmentaci pro lep$i poznani struktury

metabolitu.

Ptes strukturni podobnost se farmakokinetika nilotinibu vyznamné odli$uje od ostatnich TKI
[37]. Absorpce nilotinibu je mnohem nizsi, pohybuje se piiblizné okolo 30 %. Primarnim
enzymem schopnym biotransformace nilotinibu je CYP3A4, nicméné Zadny ze zndmych
metabolitll neni farmakologicky aktivni. Pfes podobnost nilotinibu a imatinibu, je nilotinib
vice hydrofobni, coz zplsobuje rychlejsi vstup do bunék (dosaZeni maximalni koncentrace
je do 2 minut) [38]. Hlavni cirkulujici sloZkou je sam nilotinib a metabolity se tvofi jen v
malém mnozstvi (pfiblizné 30 % dané davky), vétSina se vylucuje nezmeénénou formou
zlu¢i. Timto se vyrazné odliSuje tfeba od imatinibu, kde jsou nékteré metabolity

farmakologicky aktivni.

Nové metabolity nilotinibu nebyly necilenou metodou nalezeny, ale byly urceny struktury

jiz nalezenych metabolitd pro ovéteni [37].
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8. Zavér

Tato bakalarska prace byla zaméfena na studium metabolizace tyrozinkinazového inhibitoru
nilotinibu v plazmé pacientd s chronickou myeloidni leukémii. Pro analyzu byla pouzita
technika vysokouc¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni s vysokorozliSujicim

hmotnostnim spektrometrem Orbitrap Elite.

V teoretické Casti této prace byla vypracovana literarni reSerSe na téma: metabolizace
xenobiotik a jeji faze, chronicka myeloidni leukémie, pribéh a 1écba tyrozinkinazovymi

inhibitory a stanoveni produkti metabolizace pomoci hmotnostni spektrometrie.

V experimentalni ¢asti byla popsdna optimalizace metody pro hmotnostni spektrometr
Orbitrap Elite. Poté byly necilené analyzovany realné vzorky plazmy pacienti uzivajicich
nilotinib a zdravych kontrol. Analyza probihala za pouziti data dependentniho modu, ktery
byl vyuzit k soubézné fragmentaci potencialnich metabolitl nilotinibu. Vysledna data byla
analyzovéana pomoci softwaru Compound Discoverer 2.1™, ktery umoznil vyhledat latky
specificky se vyskytujici jen v jedné skupiné vzorkii a pomohl k navrzeni chemickych
struktur potencialnich metaboliti. Bylo identifikovano celkem sedm metabolitl nilotinibu,
U Sesti se podafilo urcit jejich ¢asteCnou chemickou strukturu a typ metabolizace. Nové,

strukturn€ nepfedpokladané, metabolity detekovany nebyly.
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