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1 Metabolomika

1.1 Uvod

Metabolomika je védni obor, ktery slouzi pro detekci a kvantifikaci
nizkomolekularnich metabolitl vytvorenych Zijicimi burfikami (Yang et al., 2011).

V poslednich desetiletich 20. a na pocatku 21. stoleti doSlo k revoluci
v biomedicinském vyzkumu, ktera umoznila pfejit od studii jednotlivych gen, mRNA
transkriptl, proteind a metabolitd ke studiim zahrnujici kompletni genom, transkriptom,
proteom a metabolom (Obr. 1) (Kaddurah-Daouk et al., 2008).

Genotyp * Fenotyp

L
L

'5}&1§ |:'I> \‘:j Fyziologie

Proteiny Metabolity

| | | | |

| Genom | |Tran5kriptum | | Pruteum|

| | |

| Genomika | |Tran5kriptumika| |Pruteumika | | Metabolomika |

Obr. 1: Hierarchické urovné bunééné organizace od genotypu k fenotypu

(upraveno dle: Roberts et al., 2011)

Systémova biologie zahrnuje nejen schopnost méfit vdechny prvky bunééného
systému jako je DNA, mRNA, proteiny, metabolity a konstrukéni prvky (bunééné stény
a membrany), ale také schopnost uréit vztah téchto prvka k sobé& navzajem. Proto
udaje ziskané z jinych védnich oborud, genomiky, transkriptomiky a proteomiky doplnila
0 nové informace metabolomika. Tento rychle se rozvijejici védni obor poskytuje
ucelenégjsi pohled na vztah mezi genotypem a fenotypem bunék, na funkce buriky,
identifikaci novych metabolitd a specifické zmény v metabolitech (Villas-Bbas et al.,
2005; Roessner & Bowne, 2009).
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Existuje fada raznych typt metabolomickych pfistupu, které jsou vyuzivany jak
pro méfeni charakteristik vSech metabolitd v jednom vzorku, tak pro méfeni vybranych
skupin analytd. Jednim z typu je klinicka metabolomika, jejimz cilem je hodnoceni
a predikce rizika onemocnéni u jednotlived pfi vySetfenich metabolomu v télnich

tekutinach nebo tkanich, které jsou geneticky ovlivnény (Ceglarek et al., 2008).

1.2 Metabolomicka studie

Pro analyzu metabolomu jsou nejdfive shromazdény biologické vzorky (plazma,
mozkomis$ni mok, tkané atd.). Pro zpracovani bunééné kultury (pf. lidskych fibroblast()
je dllezité rychlé zastaveni (quenching) metabolismu bunék a extracelularni enzymové
aktivity (bézné pfidavkem chladného roztoku methanolu). Nasledné jsou ze vzorki
extrahovany extracelularni a intracelularni metabolity, které jsou pomoci analytickych
technik identifikovany a kvantifikovany. PFi extrakci metabolit(i je tfeba pracovat rychle
a ucinné, aby se predeSlo ztratdm zpusobenym jejich degradaci a dalSim
biochemickym reakcim. Extrakce se provadi v zavislosti na pH do vhodného vodného
roztoku, nej¢astéji methanolu ¢&i chloroformu.

Mezi nejvice vyuZivané analytické techniky v metabolomice patfi mimo jiné
kapalinova (LC) a plynova chromatografie, hmotnostni spektrometrie (MS), nuklearni
magneticka rezonanéni spektroskopie, kapilarni elektroforeza nebo kapilarni zénova
elektroforeza. Pro lepSi separaci molekul se pfi analyze metabolomu vyuzivaji
i kombinace jednotlivych analytickych technik. V experimentalni ¢asti své bakalafské
prace jsem se zabyvala analyzou metabolit pomoci ultrai¢inné kapalinové
chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii, proto témto
technikam vénuiji celou kapitolu.

Soubory dat jsou poté statisticky zpracovany odpovidajicim softwarem. Po
celkové analyze vzorku jsou tvofeny databaze, které obsahuji zjisténé hladiny
jednotlivych metabolitd, jejich totoznost nebo i celkovy popis jejich viastnosti
(Kaddurah-Daouk et al., 2008; de Koning & van Dam, 1992).

1.3 Metabolomické databaze

Metabolomika je velmi zavisla na dostupnosti a kvalité elektronickych databazi.
ProtoZze metabolomika kombinuje molekularni biologii s chemii a fyziologii, je tfeba
Siroka Skala elektronickych zdroju. Vyvoj biologickych databazi je nezbytnym zékladem
pro budouci vyzkum a vyvoj ve vSech biologickych védach. Databaze jsou dllezité pro

dalsi Setfeni pfedevsim tehdy, pokud jsou udaje kvantitativnhé srovnatelné. V soucasné
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dobé existuje nejméné 5 typl databazi vyuzivanych v metabolomickém vyzkumu. Mezi
nejvyhledavanéjsi zdroje patfi napf. databaze KEGG - ,Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes*®, ktera poskytuje blizSi informace o genomu, resp. o propojeni genomu
s biologickymi systémy nebo databaze HMDB - ,Human Metabolome Database®, jez
obsahuje ruzné informace o jednotlivych metabolitech, napf. chemické vlastnosti,
chemické struktury, taxonomii, hmotnostni spektra nebo koncentrace v biologickych
vzorcich. Tuto databazi vyuzivaji pfi feSeni problematiky analyzy metabolomu védci
z fad biochemiku, klinickych chemiku, Iékafa a genetikl. Od svého prvniho vydani byly
informace z této databaze pouzity k usnadnéni vyzkumu témér 100 publikovanych
studii v metabolomice, klinické biochemii a systematické biologii (Wishart et al., 2009;
Kanehisa et al., 2006; German et al., 2002).

1.4  Metabolity

Metabolity jsou konecné produkty bunéénych regulacnich procest a jejich
hladina muze byt povazovana za konecnou reakci biologickych systémud na genetické
a environmentalni zmény. Stejné jako v pfipadé transkriptomu a proteomu, soubor
metabolitd vzniklych v biologickém systému tvofi jeho metabolom.

Metabolomika se zabyva studiem nizkomolekularnich metabolitd pfitomnych
v bunikach, tkanich, organech nebo biologickych tekutinach. Jedna se o endogenni
molekuly podilejici se nebo vychazejici z primarniho metabolismu a latkové vymeény.
Mezi nejznaméjSi a nejvice studované endogenni molekuly patfi napf. glukosa,
cholesterol, ATP, biogenni aminy nebo signalni lipidové molekuly. Vybé&rem vhodnych
separacnich a detek&nich technologii mohou byt tyto molekuly analyzovany na zakladé
jejich individualnich vlastnosti (polarita, rozpustnost, stabilita atd.). Siroka $kala metod
pouzivanych k separaci a kvantifikaci slozek metabolomu umoziuje zachytit vSechny
metabolomické informace ve vzorku (Kaddurah-Daouk et al., 2008).

Pro stanoveni hladin metaboliti ve vzorku jsou bézné pouzivané dva hlavni
postupy - cilena a necilena analyza. Cilena analyza zahrnuje kvantifikaci souboru
metabolitd, jejichz chemické slozeni je jiz znamo. Proto se pro cilenou analyzu
pouzivaji jen prfesné definované metody, které jsou pro kazdou latku specifické.
Naopak necilena analyza zahrnuje analyzu metabolitd bez znalosti jejich identity

a chemického slozeni (Bajad & Shulaev, 2007).
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2 Analytické metody

2.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analyticka technika, kterd poskytuje kvalitativni
(struktura) a kvantitativni (molekulova hmotnost a koncentrace) informace
0 analyzovanych molekulach po jejich pfeméné na ionty (Ho et al., 2003).

Hmotnostni spektrometr je optické zafizeni, které umoznuje separaci iontl
v plynné fazi na zakladé jejich molekulovych hmotnosti, umozruje stanovit hodnotu
této hmotnosti a pocet pFitomnych iontd. Z elektroneutralnich molekul se
v hmotnostnim spektrometru ionizaci vytvofi molekularni ionty, které se mohou
rozStépit na fragmenty nesouci naboj a na radikaly. Takto vzniklé nabité Castice
(molekularni a fragmentové ionty) jsou nasledné separovany v magnetickém nebo
vysokofrekvenénim poli. Vysledkem této analyzy je hmotnostni spektrum, které
zaznamenava Cetnost iontd proti poméru jejich hmotnosti a poltu elementarnich

naboji (m/z) (Westman-Brinkmalm & Brinkmalm, 2009).

2.1.1 Instrumentace MS

Hmotnostni spektrometr se sklada ze tfi hlavnich &asti — iontovy zdroj,

hmotnostni analyzator a detektor (Obr. 2).

iontovy
zdroj

hmotnostni
spektrum

Obr. 2: Obecné schéma hmotnostniho spektrometru

Hlavnim ukolem iontového zdroje je vytvorit ionty v plynné fazi. Analyzované
atomy, molekuly nebo klastry jsou do plynné faze pfevedeny a nasledné ionizovany
bud soubé&zné (ionizace elektrosprejem) nebo samostatné (doutnavy vyboj). Podle typu

analyzované latky Ize pouzit nékolik ionizacnich technik. Nejvyuzivanéjsi ionizaéni
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technikou je ionizace pfi atmosférickém tlaku (API), do které muzeme zaradit ionizaci
elektrosprejem (ESI), chemickou ionizaci za atmosférického tlaku a fotoionizaci za
atmosférického tlaku. Mezi dalSi ionizagni techniky patfi ionizace a desorpce laserem
za ucasti matrice nebo konvenéni elektronova ionizace. Dfive byly vyuzZivany ionizace
termosprejem a ionizace urychlenymi atomy i ionty. V sou€asnosti vS8ak maji tyto
techniky mnohem men8i vyznam vzhledem k dobré univerzalnosti APl technik
(Westman-Brinkmalm & Brinkmalm, 2009; Lemr, 2011).

V experimentalni ¢asti této prace byla pouzita ionizace elektrosprejem (Obr. 3).
Tento typ ionizace vyuziva elektrickou energii na pfevod iontd z roztoku do plynné
faze. Vzorek prochazi nerezovou nebo kiemennou kapilarou, ktera je udrzovana pod
vysokym napétim (obvykle 2,5 — 6,0 kV). Na vystupu z kapilary vznikaji nabité kapicky
se stejnou polaritou (zapornym nebo kladnym nabojem). lontovym zdrojem prochazi
proud horkého plynu (obvykle dusiku), ktery zpUsobuje odpafovani rozpoustédla a tim
dochazi ke zmen$ovani povrchové velikosti kapi¢ek (pocet naboji v nich se vSak
neméni). Pokud jsou odpudivé sily vyvolané pfiblizenim iontd se stejnym nabojem
v rovnovaze se silami odpovidajicimi povrchovému napéti, kapi¢ky se pfiblizuji tzv.
Rayleighové mezi stability. JeSté pfed dosazenim této meze stability dochazi k dalSimu
Stépeni, které je oznalovano jako Coulombické exploze. VétSinou neni pozorovan
rozpad kapicek na stejné velké Casti. Z rodi€ovské kapiCky je emitovana celd fada
menSich kapiek, ¢imz se zbavi dostateCného poctu nabojl a stabilizuji se, dokud
nedojde k dalSimu Stépeni. Takto vzniklé velmi malé kapiC¢ky jsou prekurzory iontd
v plynné fazi, které jsou emitovany do analyzatoru (Ho et al., 2003; Kebarle & Verkerk,
2009, Lemr, 2011).

Coulombicka
) exploze ont
. ion
N = Nsak M d
kapilara Tayloruv P A e
kuzel . 4 +
pe” = o [ (r'-:‘l M +
T TFE \eth e st M
I I C - N A
Sgatd . I'Lc)+ @ ; Mt M
o+
TE @ @ (:::‘J M
o i Mt
A Red @

Obr. 3: Mechanismus ionizace elektrosprejem (upraveno dle: Ho et al., 2003)

14



Hmotnostni analyzator je zafizeni, které slouzi k separaci atomu, molekul nebo
klastri podle jejich molekulové hmotnosti (resp. podle poméru m/z). V hmotnostni
spektrometrii se vyuZivaji ruzné typy hmotnostnich analyzatori. V klinickych
laboratofich je to nejCastéji tzv. kvadrupolovy hmotnostni analyzator nebo
kvadrupdlova iontova past. Kvadrupdlovy analyzator je sestaven ze Ctyf kovovych
paralelnich ty&i kruhového nebo hyperbolového prafezu. Protéjsi tyCe jsou elektricky
spojeny do dvojic, které maji v daném Case potencial o stejné velikosti ale s jinym
znaménkem. Na tyCe je vlozeno napéti tvofené slozkou stejnosmérnou
a radiofrekvencéni. Vysledné elektrické pole zpulsobuje, Zze se ionty za soucasného
kmitani pohybuji. Amplituda kmitani je dana pomérem m/z, ktery je ovlivnén zménou
napéti.

DalSim typem hmotnostnich analyzator( je iontova past nebo trojity kvadrupdl,

ktery je vyuzivan v tzv. tandemové hmotnostni spektrometrii.

2.1.2 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Trojity kvadrupdl je kombinaci dvou kvadrupélovych hmotnostnich analyzatord,
které jsou oddéleny kolizni celou (Obr. 4). V prvnim kvadrupdlu (Q1) je ze vzorku
vybran specificky molekularni ion. Tento ion poté vstupuje do kolizni cely (druhy
kvadrupdl, Q2), v niz dochazi k interakci s koliznim plynem (argonem nebo dusikem)
a nasledné fragmentaci na produktové ionty. Struktury takto vzniklych iontl jsou
monitorovany ve tfetim kvadrupdlu (Q3) a nasledné detekovany v detektoru (Ho et al.,
2003).

Pro ziskavani dat se vtandemové hmotnostni spektrometrii pouziva mad
sledovani produktu rozpadu molekularniho iontu (MRM - , multiple reaction
monitoring“), pfi némz s vysokou citlivosti sledujeme 1 nebo vice prechodl iontd. PFi
MRM Ize Q1 nastavit na konkrétni molekularni ion o ur€itém poméru m/z, pro néhoz je
optimalizovana kolizni energie, aby mohl byt ion fragmentovan na produktové ionty.
V Q3 jsou poté tyto ionty monitorovany a ze skupiny iontl je vybran jeden specificky
fragment, ktery je detekovan. MRM se pouziva pro cilenou analyzu napf. peptidl

a malych molekul.
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Obr. 4: Schéma trojitého kvadrupélu (upraveno dle: Boja & Rodriguez, 2011)

2.2 Kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii (LC) molekuly analytu putuji pfes chromatograficky
systém a interaguji s povrchem stacionarni faze. Jako mobilni faze se v pfipadé LC
pouziva kapalina a stacionarni faze se obvykle sklada z malych poréznich Castecek
s velkym povrchem (pf. oxid kifemigity). Molekuly silné interagujici se stacionarni fazi
se budou separovat déle nez molekuly, které se stacionarni fazi interaguji pouze malo
nebo témér vabec (Westman-Brinkmalm et al., 2009).

Kapalinové chromatografy se skladaji z ¢asti zabezpecujicich transport mobilni
faze, davkovani vzorku, jeho separaci a naslednou detekci, zaznam a zpracovani
vysledkd. Mobilni faze se davkuje do separaCni kolony, ktera je termostatovana
a odtud je davkovana do detektoru poskytujiciho elektricky signal. Vysledkem jsou
chromatogramy zavislosti intenzity elektrického signalu na €ase retence. K identifikaci
slozek vzorkll se vyuziva maxim chromatografickych pik(i a obsah slozek se uréuje
z vysek nebo ploch pikl po jejich kalibraci pomoci standardu.

SloZeni a charakter mobilni a stacionarni faze znacné& ovliviuji retenci
a selektivitu studovanych latek. Podle distribuce latek mezi fazemi a lze rozlisit
chromatografii v systémech s obracenymi & normalnimi fazemi.

V souCasnosti hojné vyuzivanym typem chromatografie je vysokou&inna
kapalinova chromatografie (HPLC - ,,High performance liquid chromatography),
pouziva se predevsim pro analyzu tepelné nestalych a malo té€kavych latek. Typické
jsou pro tuto metodu analytické kolony sjemné zrnénymi naplnémi a vysokou

separacni ucinnosti (Jandera, 2011).
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3 Leukemie

3.1 Uvod

Jsou znamy tfi zakladni typy krevnich bunék — Eervené krvinky (erytrocyty), bilé
krvinky (leukocyty) a krevni desti¢ky (trombocyty). Bilé krvinky se rozdéluji na 3 hlavni
typy — monocyty, granulocyty a lymfocyty, z nichz kazdy hraje duleZitou roli pfedevsim
v obrané proti infekcim. V8echny krevni buriky vznikaji v kostni dfeni procesem
hematopoézy z tzv. hematopoetickych kmenovych bunék (Obr. 5), jejichz
charakteristickymi znaky jsou schopnost sebeobnovy a diferenciace. Vznik téchto
krevnich bunék, jejich rast, vyvoj a cyklus obnovy je v organismu slozité Fizen
z bunééného jadra tak, aby se stale vytvarela potfebna mnoZstvi jednotlivych bunék.
Kazdou vtefinu se v kostni dfeni vytvofi asi 3 miliony Cervenych krvinek a 120 tisic
bilych krvinek. Zivotnost &ervenych krvinek je asi 120 dn(, zatimco bilé krvinky a krevni
desti¢ky prezivaji v krvi jen nékolik dnt (Protivankova & Vorlicek, 2001; Reya et al.,
2001).

Hematopoeticka kmenova bunka

Myeloidni
progenitor

Lymfoidni
progenitor

megakaryocyt

N3dd INLSOMA

!

plazmaticka
burika

H3 40 INATYA

f/k.\
[Ny

\/’\J

Zirna bunka neutrofil makrofag

Obr. 5: Hematopoeticka fada — vznik krevnich bunék (Faber, 2002)
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Leukemie je nadorové onemocnéni vyznacujici se zmnozenim bilych krvinek,
které jsou nezralé a neplini tak svou normalni funkci. U pacientd mizeme takové bilé
krvinky nalézt v kostni dfeni, v krvi a nékdy i v jinych organech. Leukemii zpusobuje
neoplasticka transformace jiz zminovanych hematopoetickych kmenovych nebo
progenitorovych bunék. Na molekularni urovni se leukemie vyznacuje opakujici se
chromosomalni aberaci a genovou mutaci, coZ hraje klic¢ovou roli ve vzniku tohoto

onemocnéni (Testa, 2011).

3.2  Typy leukemii

Podle typu zmnozenych bilych krvinek se leukemie rozdéluji do ¢tyf zakladnich
typu. Jedna se o akutni myeloidni leukemii, chronickou myeloidni leukemii (CML),
akutni lymfoblastickou leukemii a chronickou lymfatickou leukemii.

Leukemie byva oznaCovana jako myeloidni, pokud je ovlivnéna tvorba
monocytld nebo granulocytld, v pfipadé lymfatické leukemie byva ovlivnéna tvorba
lymfocytu. Podle rychlosti pribéhu onemocnéni pak rozliSujeme leukemii chronickou ¢i
akutni. Chronické formy maiji pomaly, postupny prabéh a mohou trvat i nékolik let, nez
je choroba rozpoznana. U akutnich forem je naopak prabéh onemocnéni rychly a bez
vCasné |éCby muze vést az ke smrti pacienta. Pro akutni leukemie je typické zmnozeni
nej¢asnéjSich bunék - tzv. blastl (Obr. 6), zatimco u chronické leukemie se mnozi

zralejSi buiky (Protivankova & Vorli¢ek, 2001).

Obr. 6: Blast s adherovanymi trombocyty a probihajici mitéza
(Faber, 2002)
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3.3 Chronicka myeloidni leukemie

CML je prvnim popsanym typem leukemie. Nezavisle na sobé ji rozpoznali John
Hughes Bennett a David Craigie v Edinburgu a Rudolf Virchow v Berling, ktefi
prokazali, Zze CML je hematologické onemocnéni krevnich bunék projevujici se
nadmérnou proliferaci bilych krvinek. (Deininger, 2008)

Toto onemocnéni zacina chronickou fazi, ktera maze trvat mésice nebo roky
a vykazuje pouze malé nebo zadné priznaky onemocnéni. Casem chronicka faze
béhem které dochazi u leukemickych bunék k dal§im genetickym zménam, buriky se
mnozi rychleji a stavaji se rezistentni k apoptdze (Clarkson et al., 2003).

CML je prvnim lidskym nadorovym onemocnénim, jehoz vznik byl dan do
souvislosti se specifickou chromosomovou zménou. V roce 1960 obijevili filadelfsti
cytogenetici Peter Novell a David Hungerford v karyotypech nemocnych s CML maly

chromosom, ktery dnes nazyvame Filadelfsky chromosom (Ph). (Obr. 7)

1 2 3

(i 62 ¥ B) He g8 4
e & ¢ 3 a8 s
2oas s 4 s

Obr. 7: Filadelfsky chromosom — Sipky ukazuji chybu v chromosomech 9 a 22
(Faber et al., 2004)

19



3.3.1 Mechanismus vzniku Ph chromosomu

V roce 1973 Zjistila Janet Rowleyova, Ze Ph je vysledkem reciproké translokace
mezi chromosomy 9 a 22, t1(9;22) (q34;q11). Do translokace je zapojen protoonkogen
ABL, ktery je normalné lokalizovany na chromosomu 9 a ktery je lidskym homologem
virového onkogenu Abelsonovy mysi leukemie. Partnersky gen BCR — ,,breakpoint
cluster region“ se uc¢astni translokace na chromosomu 22.

Na molekularni urovni tato translokace odpovida vytvofeni BCR-ABL fuzniho
genu. Tento gen kéduje onkoprotein o velikosti 210 kDa zvany p210*®-8°F (Jaro$ova et
al., 2010; Lugo et al., 1990).

Jakym mechanismem translokace s vyslednym fuznim genem BCR-ABL
vznika, neni dosud pfesné znamo. Pfedpoklada se, Ze inicialni udalosti translokace je
vznik zlomd dvousroubovice DNA, tzv. double strand breaks na obou chromosomech
9 a 22. Takové zlomy mohou vznikat napf. chybou v jadife bunky. Na opravach zlomu
se podili homologni rekombinace a nehomologni spojeni koncl chromosomd.
Vysledkem spojeni nespravnych koncli chromosomu jsou genomické prestavby véetné

translokaci (Agawal, 2006).

3.3.2 Diagnostika CML

V krevnim obraze pacientll s CML se vyskytuje leukocytdza, ktera témeér
u véech nemocnych presahuje hodnotu 25 x 10%1. Typické je vyplaveni nezralych
forem leukocyty — blastl, promyelocytl a vysoky vyskyt metamyelocytd a myelocytu.
U nadpolovi¢ni vétSiny pacientd byva zvySen také pocet trombocytl (vzacné se mohou
vyskytnout i hodnoty pres 5000 x 10%/1).

Charakteristickym nalezem v kostni dfeni pacientd je zvySeny podil bilych
krvinek — granulocytd. Zmnozeny jsou zejména bazofily a eozinofily, obvykle je ale také
zvySeny pocCet megakaryocytu. V kostni dfeni dale dochazi k hypercelularité, ktera se
projevuje redukci az vymizenim tukovych bunék.

PFi biochemickém vySetfeni byva pfitomna vysoka hladina kyseliny mocCové,
coz vede k intenzivnéjSimu metabolismu nukleovych kyselin. U nékterych pacientl se

vyskytuje zvySena hladina LDH, vitaminu B12 a beta-2-mikroglobulinu (Faber, 2002).
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3.3.3 Lécba CML

Pro 1é¢bu CML v chronické fazi se vyuzivaji rizné terapeutické postupy. Mezi
nejCastéjSi zplasoby IléCby patfi chemoterapie, transplantace kostni dfené
(hematopoetickych bunék), imunoterapie, lé¢ba TKI (tyrosinkinasovymi inhibitory)
a kombinovana Ié¢ba.

Chemoterapii se rozumi podavani latek (cytostatik) zabijejicich leukemické
bunky. V chronické fazi CML je nejCastéji podavanou latkou hydroxyurea nebo
busulfan, ktery ma vSak fadu nezadoucich uginkl, jako jsou neplodnost, Gtlumy
krvetvorby ¢&i zhorSeni vysledkd alogenni transplantace. Podavani cytostatik na
pocatku léCby vede ke snizeni pfiznakd CML, ale nikdy nevede k vymizeni Ph z kostni
diené.

Imunoterapie vyuziva pfi [éCbé& CML vlastniho imunitniho systému pacienta. P¥Fi
imunoterapii jsou podavany interferony (interferon alfa), coz jsou bilkoviny, které se
vyuzivaji pfi lé€bé zhoubnych nadord. Navazani interferonu na jeho specificky bunéény
receptor zplsobuje syntézu fady proteinl, které maji antivirové, antibakterialni
a antiprolifera¢ni ucinky. Interferon zvySuje expresi adhezivnich molekul a naopak
snizuje expresi nékterych cytokini a onkogent. Dale ma také vliv na bunécény cyklus,
regulaci diferenciace, ristu a proliferace.

Transplantace kostni dfené hraje v 1é€bé CML vyznamnou roli. Podle zdroje
krvetvornych bunék rozeznavame transplantace syngenni, pfi niz je darcem kostni
diené jednovajeCné dvojée nemocného, a alogenni, v jejimz pfipadé je kostni dfen
odebrana jiné osobé. Jedna se bud o osobu pfibuzenskou (nejCastéji sourozenec)
nebo nepfibuzenskou a darce je pak vyhledavan v registru darcu kostni diené.
U pacientd s CML muze byt vyjime¢né provedena i transplantace autogenni, kdy jsou
pacientovi transplantovany jeho vlastni krvetvorné buriky, které jsou od néj ziskany
pfed podanim cytostatik.

Transplantace je vSak spojena s fadou rizik, s infekci a pomérné Casta byva
i reakce &tépu proti hostiteli pfi alogenni transplantaci. Proto je tfeba zvolit vhodného
darce s uplné stejnymi krvetvornymi burikami, jinak muaze dojit k odmitnuti
transplantatu. Pfed transplantaci je také nutné, aby Iékafi zvazili vSechny okolnosti, na
jejichz zakladé muze byt transplantace provedena. O jejim vysledku rozhoduje velké
mnozstvi faktorl, mezi které patfi pfedevS§im vék pacienta, stadium onemocnéni,
interval od diagndzy k transplantaci Ci pohlavi darce.

(Faber, 2002; Protivankova & Vorli¢ek, 2001)
V souCasnosti je velmi rozSifena IéEba pomoci TKI, ktera predstavuje prvni

molekularni cilenou terapii ur€enou k 1éEbé nadorovych onemocnéni. Z této nové tridy
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lékd se nejdfive zaCal pouzivat imatinib (IM) jako 1€k 1. generace pro standardni I1éCbu
pacientl v chronické fazi CML. TKI 2. generace (dasatinib a nilotinib) jsou indukovany
u pacientd, ktefi jsou rezistentni nebo intolerantni na imatinib. Vazbou TKI do kinasové
domény dochazi k zabranéni fosforylace tyrosinu bilkovin patficich k substratim
proteinu Bcr/Abl, coz vede k zabranéni genetickych zmén v malignim procesu.
(Bumbea et al., 2010)
V experimentalni ¢asti své bakalarské prace jsem se zabyvala vlivem imatinibu

na metabolismus bunék CML, proto mu vénuiji celou kapitolu.

4 Imatinib

4.1 Uvod

Imatinib (Obr. 8) oznacovany jako Gleevec (dfive STI-571 - signal transduction
inhibitor), je derivat 2-fenylaminopyrimidinu s chemickym nazvem 4-[(4-methyl-1-
piperazinyl)methyl]-N-[4-methyl-3[[4-(3-pyridinyl)-2- pyrimidinylJaminophenyl]benzamid
methansulfonat. Jeho molekulova hmotnost je 493,6 g/mol (Deininger et al., 1997).

HN

Obr. 8: Strukturni vzorec imatinibu (Salah et al., 2011)

Imatinib je indikovan u nové diagnostikovanych pacientl s CML v chronické fazi
v prvni linii léCby. Dale je indikovan pfi [é€bé pacientd s Ph+ akutni lymfoblastickou
leukemii, gastrointestinalnim stromalnim nadorem, chronickou eozinofilni leukemii,
resp. hypereozinofilnim syndromem a systémovou mastocytézou s pozitivitou FIP1L1-
PDGFRa nebo ETV6-PDGFRp (Faber & Indrak, 2010).
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4.2 Mechanismus uc€inku imatinibu

IM je nejCastéji vyuzivany TKI, jehoz mechanismus uc€inku je nejlépe
prozkoumam v BCR-ABL pozitivnich burikach. IM interaguje s bilkovinou Bcr-Abl
(p210) na nukleotidovém vazebném misté, ¢imz zabranuje ve vazbé ATP a stabilizuje
tak protein Bcr-Abl v inaktivni konformaci (Obr. 9). Blokaci fosforylace tyrosinovych
zbytk( proteinu je zastavena aktivace fady signalnich procesul podilejicich se na vzniku
leukemického fenotypu buriky. IM tak sice nezabrani vzniku leukemického genu BCR-
ABL, jenZ ma pfi vzniku CML kli¢ovou roli, ale brani jeho ucinku na proteinové urovni.

Pusobeni IM na leukemické buriky vede k jejich apoptéze a inhibici proliferace
patologického klonu. IM podle experimentalnich studii neplsobi na leukemické
progenitorové buriky, ¢imz nedokaze CML zcela vylécit, ale velmi Gu¢inné potlaci rust
leukemického klonu. V souc€asnosti se proto doporucuje jeho trvalé uzivani i v situaci

dosazeni stabilni a dlouhotrvajici molekularni negativity BCR-ABL (Faber & Indrak,

2010; Graham et al., 2002).

|Y = Tyrosin

P = Fosfat |

\' BCR-ABL

\' \

BCR-ABL

Imatinib Substrate

——

Efektor

Obr. 9: Mechanismus ucinku IM - bez inhibice IM (A) a s inhibici IM (B)
(Mughal & Schrieber, 2010)
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4.3 Farmakologie

IM je metabolizovan v jatrech cytochromatickym systémem P450 a poté vazan
v plazmé na bilkoviny (zejména na albumin). Vysledkem degradace IM je fada
metabolitd, které se z organismu vylu€uji ze 70 % stolici a z 10 % moci, pouze 20 % IM
se vylougi stolici v pavodni formé&. Vyznamnou vyhodou IM je, Ze je ucinny i pfi jeho
podavani ve formé tablet. Mnoho protirakovinnych 1éCiv je ucinnych pouze tehdy, kdyz
jsou pacientiim injektovany (Faber & Indrak, 2010).

IM je Klinicky testovan od roku 1998 a dosavadni vysledky poukazuji na to, Ze
ve fazi blastického zvratu a vice nez 90 % pacientd Ié€enych v chronické fazi CML
rezistentnich na interferon dosahlo po nékolika tydnech kompletni hematologickou

remisi. Primérna délka lécby pacientd s CML nepresahla jeden rok (Faber, 2002).

4.4 Davkovani

Po peroralnim poziti se IM vstfebava velmi rychle a maximalni hladiny dosahuje
asi 1 az 3 hodiny po aplikaci, a to bez ohledu na soucasné poziti jidla (Peng, 2004).
U déti je doporuceno Iék podavat v davkach 260-340 mg, coz odpovida davce
400-600 mg u dospélych. Studie prokazaly, Ze neni tfeba upravovat davku v zavislosti
na hmotnosti nebo vySce nemocného. Byly vS§ak popsany pfipady obéznich pacientd

s hmotnosti nad 100 kg, u kterych vedlo zvySeni davky léku ke zvySeni ucinnosti I€Cby
(Faber & Indrak, 2010).

V pfipadech nedostateCné odpovédi na IM nebo pfi podezieni, Ze pacient Iék
neuziva, je doporucovano vysetieni hladin IM v télnich tekutinach 24 hodin po uziti
posledni davky (Peng, 2004).

4.5 Nezadouci u€inky

IM je dobfe tolerovany Iék, u néhoz se vyskyt zavaznych nezadoucich U&inkd
(stupen 3 a 4) pohybuje fadové od desetin procenta do nékolika procent (s vyjimkou
hematologickych ucinkd) (Tab. 1). Nejcastéji se vyskytuji nezadouci Ucinky, které jsou
spjaty s travicim systémem, jako je nevolnost a Zaludeéni dyspepsie. Rada nemocnych
upozornila na zvySeni chuti k jidlu b&hem uzivani IM, proto je dobré pravidelné
sledovat hmotnost a jeji mozné kolisani. Pusobeni IM na receptor c-kit ve stfevech
muze vyvolat prajmy. Nebezpecéna je i hypertoxicita, ktera vzacné muze vést k selhani

jater.
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Dal§i nezadouci UCinky souvisi pfedevSim s pohybovym aparatem (svalové
kieCe, bolesti svall, kosti a kloubd), vnitfnim prostfedim (otoky, retence tekutin) a také
s imunitnim systémem (alergie, prutitus).
neutropenie a trombocytopenie. Jejich nejvétsi vyskyt je u nemocnych s CML
v akcelerované fazi a fazi blastického zvratu. Cytopenie také souvisi s rozvojem fibrozy
kostni dfené a neutropenie vede ke vzniku nezavaznych infekci, které se po pferuseni
I&éCby IM I&Ci antibiotiky (Faber & Indrak, 2010).

Tab. 1: Vyskyt nezadoucich ucinkd IM u nemocnych s CML z vybranych studii (Faber
& Indrak, 2010)

Vyskyt [%]
Nezadouci ucinky

VsSechny stupné Stupenn 3 a 4

Retence tekutin, otoky 54 - 76 1-11
Nevolnost 43 -73 0,4-5
Zvraceni 15-58 09-4
KFece svalu 28 — 62 04-2
Bolest kosti a svalu 34 - 49 2-9
Prujem 30 - 57 1,3-5
Slabost, unavnost 30 -48 1-4
Kozni vyrazka 32-47 2-5
HoreCka 11-41 0,5-8
Bolesti kloub 25 -40 1-6
Bolesti bficha, dyspepsie 12 -33 0-6
Bolesti hlavy 27 — 36 04-5
Jaterni toxicita 6-12 3-6
Hematologicka toxicita Stupen 3 Stupen 4
Neutropenie 23 -29,6 8,1-35
Trombocytopenie 19 - 55,6 0,9-18,5
Anemie 6 — 48,2 1,1-6
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Experimentalni cast
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5 Material

5.1 Chemikalie

Acetonitril LC-MS (AcCN, 299,9%), hydroxid amonny (25%), kyselina octova
(100%) a methanol LC-MS (299,9%) byly zakoupeny u firmy Fluka (Némecko), fetalni
hovézi sérum (FBS) u firmy PANBiotech (Némecko) a imatinib u firmy Novartis
(Curych, Svycarsko). Dimethylsulfoxid (DPMO), chloroform (299,9 %), histopaque,
smés antibiotik penicil a streptomycin (PEN/STREP), proplachovaci médium IMDM
byly zakoupeny u firmy Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Pro pfipravu v8ech roztoku
byla pouZzita LC-MS voda, ktera byla také zakoupena u firmy Sigma Aldrich (St. Louis,
USA).

Adenosin-5"-difosfat (ADP) sodna sul (96%), adenosin-5"-monofosfat (AMP)
sodna sul (99%), adenosin-5'-trifosfat (ATP) disodna sual (99%), cytidin-5"-difosfat
(CDP) sodna sl (98%), cytidin-5"-monofosfat (CMP) disodna sul (99%), cytidin-5"-
trifosfat (CTP) disodna sul (98%), flavinadenindinukleotid (FAD) disodna sul hydrat
(95%), riboflavin-5"-monofosfat (FMN) sodna sul dihydrat (74%), guanosin-5’-difosfat
(GDP) sodna sul (98%), guanosin-5"-monofosfat (GMP) disodna sul (100%), guanosin-
5°-trifosfat (GTP) sodna sul (95%), inosin-5"-difosfat (IDP) sodna sl (96%), inosin-5-
monofosfat (IMP) disodna sul (99%), inosin-5"-trifosfat (ITP) trisodna sul (97%), uridin-
5°-difosfat (UDP) sodna sul (96%), uridin-5"-monofosfat (UMP) disodna sl (98%),
uridin-5"-trifosfat (UTP) sodnasul (98%), B-nikotinamidadenindinukleotid (NAD+; 99%),
B-nikotinamidadenindinukleotid (NADH) redukovana disodna sal hydrat (98%),
B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP+) sodna sul (99%),
B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) redukovana tetrasodna sul (96%),
2’-deoxyadenosin-5’-difosfat (dADP) sodna sal (98%), 2’-deoxyadenosin-5'-
monofosfat (dAMP; 98%), 2'-deoxyadenosin-5'-trifosfat (dATP) disodna sal (100%),
2’-deoxycytidin-5"-difosfat (dCDP) sodna sll (296%), 2’-deoxycytidin-5"-monofosfat
(dCMP) sodna sul (100%), 2’-deoxycytidin-5"-trifosfat (dCTP) disodna sul (98%),
2’-deoxyguanosin-5-difosfat (dGDP) sodna sul (98%), 2’-deoxyguanosin-5'-
monofosfat (dGMP) sodna sul hydrat (98%), 2’-deoxyguanosin-5'-trifosfat (dGTP)
sodna sul hydrat (96%), 2’-deoxyinosin-5"-trifosfat (dITP) trisodna sul (98,2%),
2’-deoxythymidin-5"-difosfat (dTDP) trisodna sdal (> 90%), 2’-deoxythymidin-5'-
monofosfat (dTMP) disodna sul hydrat (> 99%), 2 '-deoxythymidin-5"-trifosfat (dTTP)
sodna sl (> 96%), 2’-deoxyuridin-5"-monofosfat (dUMP) disodna sul (100%),
2" deoxyuridin-5"-trifosfat (dUTP) sodna sul (95%), 2°,3"-cyklicky-CMP (cCMP) sodna
sul (95-99%), adenosin-5"-fosfosulfat (APS) sodna sil (90%), ADP-ribosa sodnéa sul
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(99%), 5-aminoimidazol-4-carboxamid-1-B-D-ribofuranosyl 5'-monofosfat (AICAR,;
94,3%), CDP-cholin sodna sul hydrat (299%), CMP-N-acetylneuraminat (CMP-Neu-
NAc) sodna sual (94%), GDP-L-fukosa sodna sul (>85%), GDP-mannosa sodna sul
(97%), B-nikotinamid mononukleotid (NMN; 97%), UDP-galaktosa disodna sil (95%),
UDP-glukosa disodna sul (98%), UDP-glukuronat triamonna sul (99,6%), UDP-N-
acetylneuraminat (UDP-Glc-NAc) sodna sul (94%), adenylosukcinat (SAMP; 96%),
8-brom-AMP (Br-AMP; 98%) byly zakoupeny u firmy Sigma Aldrich (St. Louis, USA).

5.2 Pristrojové vybaveni

Studované latky byly analyzovany pomoci ultrauéinné kapalinové
chromatografie Dionex Ultimate 3000 RS (Sunnyvale, CA, USA) ve spojeni
s tandemovym hmotnostnim spektrometrem QTRAP 5500 (AB Sciex, Foster City, CA,
USA).

Dale byly pouzity vortex (IKA Works, USA), centrifuga ( Micro 120, Hettich,
Némecko), analytické vahy (KERN ABT 120-5DM, Belingen, Némecko), pH metr
(Cyberscan ph 510, Thermo scientific, Waltham, MA, USA), lyofilizator (FreeZone,
Labconco, USA), ultrazvukova lazen (Kraintek K12, Slovensko), termostatovana
michacka (PST-60 HL plus, Biosan, LotySsko).

5.3 Biologicky material

K analyze byly pouzity leukocyty izolované z piné krve nové diagnostikované

pacientky s CML, ktera byla ziskana z Hemato-onkologického oddéleni, FN Olomouc.

5.3.1 lzolace leukocytu

Plna krev (9 ml) byla odebrana do heparinovych zkumavek (zabranéni
srazlivosti krve) a nasledné zfedéna proplachovacim roztokem IMDM (2 % FBS + 1 %
PEN/STREP) v poméru 1:1. Krev byla poté ve zkumavce navrstvena na roztok
histopaque (na 3 ml histopaque navrstveno 3 ml nafedéné krve). Takto navrstvena
krev byla pomalu centrifugovana (20 min, 1400 rpm) pfi laboratorni teploté za tvorby
hustotniho gradientu. Po centrifugaci na dno zkumavky klesly erytrocyty, na rozhrani
plazmy a histopague se vytvoril prstenec leukocyta (Obr. 10). Prstenec leukocytl byl
odebran umélohmotnou Pasteurovou pipetou do zkumavky, v niz byly leukocyty
promyty deseti nasobkem proplachovaciho roztoku IMDM. Buhky byly pomalu
centrifugovany (7 min, 1400 rpm). Po centrifugaci byl supernatant odlit a bunécna
peleta byla rozsuspendovana v 10 ml média Optima (10 % FBS + 1 % PEN/STREP).
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Obr. 10: 1zolace leukocytu

5.3.2 Pocitani leukocytt

K bunécné suspenzi leukocytu byla pfidana 3 % kyselina octova pro lepsi fixaci
bunék. Poté byly burniky pfeneseny na hodinové sklicko, na némz byly smichany
s trypanovou modfi (v poméru 1:1). Smés byla dostate¢né promichana ve Spicce
pipety a pfenesena do Biirkerovy kom(irky. Zivé buriky byly pog&itany pod mikroskopem
v 25 &tvercich komurky (burniky uvniti ¢tvercu i buriky, které se dotykaly vnéjSich stran
dvou pfilehlych stran Ctverce). Zjistény pocet leukocytd v krvi pacientky s CML byl

7,23 x 10® bunék v 10 ml bun&&né suspenze.

5.3.3 Zpracovani leukocytt pro analyzu

Bunécné suspenze (10 ml) byla rozdélena na 3 stejné podily, kazdy z nich byl
inkubovan pfi 37°C s rliznou koncentraci IM — 0, 2 a 10 ymol/l v DMSO.

Pfed inkubaci a v ¢asech 1, 2, 5 a 10 hod bylo z kazdého podilu odebrano
600 pl vzorku, ktery byl dale zpracovan. 200 pl vzorku bylo centrifugovano (2 min,
10 000 rpm) a supernatant uschovan pro pfipadné odecteni metaboliti z média od
kone¢ného bunéfného extraktu. Zbytek vzorku byl extrahovan pomoci chloroformu,
methanolu a vody (4:4:2). Ke 400 vzorku bylo pfidano 1600 ul chloroformu a 1600 pl
methanolu. Smés byla vortexovana (10 s) a sonifikovana (2,5 min). Poté bylo pfidano
800 pl vody a opét nasledovalo vortexovani (10 s) a sonifikace (2,5 min). Po
centrifugaci (5 min, 1400 rpm) se mezi fazemi vytvofil celistvy prstenec. Chloroformova
faze (dolni) byla nasledné odfoukana dusikem a vodna faze (horni) byla lyofilizovana.
Poté byly vzorky zamrazeny na -20°C. Lyofilizovany extrakt vodné faze byl pfed

analyzou rozpustén ve 100 pl vody s pfidavkem Br-AMP (10 pumol/l).
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6 Metody

6.1 Priprava standardu

Pro analyzu bylo vybrano 50 nukleotidu a jejich derivatd. Standardy téchto latek

byly navazeny a nasledné rozpustény ve vodé na vyslednou koncentraci 0,1 mmol/l.

6.2 Optimalizace podminek MS/MS

Roztoky standard( nukleotidd (0,1 mmol/l) byly nafedény alkalickym pufrem
(20 mmol/l octan amonny, pH 9,45 : acetonitril; 1:1) na koncentraci 1 pmol/l a byly
davkovany syringe pumpou o prutoku 7 ul/min pfimo do iontového zdroje hmotnostniho
spektrometru. Pro kazdou latku bylo na zakladé monoizotopovych hmotnostni vybrano
5 neintenzivngjSich MRM pifechodd. Hmotnostni spektrometr také provedl
automatickou optimalizaci podminek, pfi nichz dané MRM pfechody vznikaly. Byl
optimalizovan deklasteraéni potencial, kolizni energie, vstupni potencial a vystupni

potencial kolizni cely.

6.3 Optimalizace UHPLC podminek

Pro analyzu studovanych latek pomoci UHLPC byla modifikovana jiz dfive
publikovana metoda (Bajad et al., 2011). Bylo optimalizovano slozeni a pH mobilnich
fazi, podminky gradientové eluce (slozeni, pritok), teplota kolony a mnozstvi
nastfikovaného vzorku.

Chromatograficka separace probihala na koloné Luna s aminopropylovou
stacionarni fazi (NH,) o délce 150 mm a praméru ¢astic 3 um. Jako mobilni faze A byl
pouzit 20 mmo/l octan amonny (pH 9,45) a jako mobilni faze B AcCN.

Pribéh gradientové eluce je znazornén na Obr. 11. Podil mobilnich fazi na
zacCatku analyzy byl 95 % B a 5 % A. Tento podil klesal linearné po dobu 15 min na
hodnotu 30 % B a v dalSich 2 min klesl az na hodnotu 5 % B, ktera byla do 30. min
konstantni. Poté bé&éhem 0,1 min doslo k navraceni systému k inicialnim podminkam
(95 % B). Na koloné termostatované na 25 °C byla nastavena prutokova rychlost
0,3 ml/min a mnoZstvi nastfikovaného vzorku &inilo 5 pl. Kolona byla pfed kazdou dalsi
analyzou ekvilibrovana 5 min pfi inicidlnich podminkach. Celkova doba analyzy byla
35 min.
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Obr. 11: Prabéh gradientové eluce

6.4 Analyza smési standardu

Standardy nukleotidl a jejich derivatl byly rozdéleny do 5 smési tak, aby se
v zadné z nich nevyskytovaly latky s podobnou monoizotopovou hmotnosti (minimalni
rozdil 2 Da). Jejich vysledna koncentrace byla 10 pmol/l. VSechny smési byly
analyzovany s pfidavkem interniho standardu (Br-AMP) za optimalizovanych

podminek.

6.5 Analyza realnych vzorku leukocytu

Lyofilizovany extrakt vodné faze rozpustény ve 100 ul vody byl analyzovan

s pfidavkem interniho standardu (Br-AMP) za optimalizovanych podminek.

6.6 Statistické vyhodnoceni

Pro statistické zpracovani vysledkd byl pouzit program Statistica 7.0

(www.statsoft.cz).
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7 Vysledky

7.1 Optimalizace podminek MS/MS

PFi optimalizaci MS/MS podminek byla zméfena fragmentacni a hmotnostni
spektra jednotlivych standard( nukleotidd a jejich derivatld. Hmotnostni spektrometr
automaticky vybral 5 nejintenzivnégjSich fragmentl, u nichz optimalizoval hodnoty
deklasteracniho potencialu (DP), kolizni energie (CE), vstupniho potencialu (EP)
a vystupniho potencialu kolizni cely (CXP). Hmotnostni spektra vznikla jiz za
optimalizovanych hodnot téchto parametra.

Pro nazornost uvadim pfiklad hmotnostniho (Obr. 12) a fragmentaéniho
(Obr. 13) spektra IDP. Hmotnostni spektrum, které vzniklo za optimalizované hodnoty
DP (Obr. 14), je tvofeno deprotonovanym molekularnim iontem o m/z = 427 Da
a dalS$imi produktovymi ionty, které vznikly po jeho fragmentaci. Jedna se napf.
o fragment s m/z = 134,9 Da predstavujici bazi po odstépeni ribosy a 2 fosfatd,
m/z = 158,7 Da odpovidajici odstépenym 2 fosfatlm a m/z = 328,9 Da odpovidajici
molekule po odstépeni fosfatu (Obr. 15). Poté byla pro vSech 5 nejintenzivnéjSich
fragmentu optimalizovana hodnota CE (Obr. 16) a CXP (Obr. 17).

1 506 427.0
1.25¢6
2 1.0e6 135.0
O,
© 158.8
S
& 7565
Q9
=
5.065
25¢5] 920 328.8
409.0
96.8 273.0 n
0 l . . bty . A - 1 . l .
100 140 180 220 260 300 340 380 420

m/z [Da]

Obr. 12: Hmotnostni spektrum IDP (negativni mod).
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Obr. 13: Fragmentacni spektrum IDP (negativni mod).
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Obr. 14: Optimalizace DP pro molekularni ion IDP (m/z = 427 Da)
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Obr. 15: Fragmentace IDP
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Obr. 16: Optimalizace CE pro jednotlivé fragmenty IDP
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Obr. 17: Optimalizace CXP pro fragment IDP (m/z = 134,9 Da)

VSechny nukleotidy a jejich derivaty byly analyzovany v pozitivnhim i negativnim
modu. Vybrané MRM pfechody a optimalizované hodnoty DP, CE, EP a CXP pro
jednotlivé studované latky jsou shrnuty v tabulce (Tab. 2).

Na zakladé intenzit produktovych iont vSak bylo zjisténo, Zze vétSina nukleotidu
se lépe fragmentuje, pokud jsou méfeny v negativnim mddu. Vyjimkou byly obecné
monofosfaty, kofaktor FAD a také nékteré derivaty nukleotidu jako napf. SAMP nebo
AICAR. Tyto latky byly Stépeny v obou médech za vzniku fragmentd s vysokou
intenzitou, proto u nich byly zvoleny 2 MRM pfechody (jeden pro pozitivni a jeden pro
negativni mod).

Pro MS/MS metodu v pozitivnim i negativnim médu byly také optimalizovany
hodnoty tlaku kolizniho plynu (CAD), zmlzujiciho (GS1) a suSiciho plynu (GS2),
scurtain gas“ (CUR), teploty zmlzujiciho plynu (TEM) a napéti na kapilafe v iontovém
zdroji (I1S). Optimalizované hodnoty jednotlivych parametrd jsou shrnuty v tabulce
(Tab. 3).
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Tab. 2: Optimalizované parametry MS/MS pro jednotlivé nukleotidy a jejich derivaty

Metabolit Méd Q1 Q3 DP [V] EP [V] CE[V] CXP]|[V]
ADP - 425,8 133,9 -95 -10 -32 -11
ADP-ribosa - 557,7 158,7 -45 -10 -56 -13

- 336,8 124.,8 -65 -10 -36 -11
AICAR

+ 339,0 109,9 131 10 45 12

- 345,8 96,9 -90 -10 -28 -9
AMP

+ 348,1 135,9 116 10 27 14
APS - 425,8 346,0 -50 -10 -26 -25
ATP - 505,7 407,9 -75 -10 -30 -29

- 303,8 109,9 -50 -10 -22 -7
cCMP

+ 305,9 111,9 61 10 29 12
CDP - 401,8 158,9 -60 -10 -32 -13
CDP-cholin - 486,8 427.9 -155 -10 -20 -11

- 321,8 96,8 -55 -10 -28 -9
CMP

+ 323,8 111,9 46 10 21 10

- 612,8 321,9 -50 -10 -28 -21
CMP-Neu-NAc

+ 615,1 323,9 56 10 19 28
CTP - 481,7 158,9 -70 -10 -44 -13
dADP - 409,8 158,8 -30 -10 -32 -13

- 329,8 134,0 -65 -10 -32 -11
dAMP

+ 331,9 135,9 41 10 23 14
dATP - 489,7 158,7 -60 -10 -36 -13
dCDP - 385,8 158,9 -30 -10 -30 -13

- 305,8 194,9 -55 -10 -24 -17
dCMP

+ 307,9 112,0 56 10 19 10
dCTP - 465,7 158,9 -65 -10 -36 -15
dGDP - 425,8 158,9 -70 -10 -32 -15

- 345,8 150,0 -35 -10 -34 -11
dGMP

+ 348,1 80,9 1 10 31 12
dGTP - 505,7 158,8 -70 -10 -38 -13
dITP - 490,7 158,8 -65 -10 -40 -13
dTDP - 400,9 158,8 -60 -10 -34 -13

- 320,8 194,9 -35 -10 -24 -15
dTMP

+ 322,8 81,0 86 10 35 10
dTTP - 480,7 158,8 -70 -10 -46 -9

- 306,8 195,0 -50 -10 -22 -5
dUMP

+ 308,7 80,9 61 10 35 8
dUTP - 466,7 158,9 -55 -10 -36 -11
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Metabolit Mod Q1 Q3 DP [V] EP [V] CE[V] CXP]|[V]
FAD - 783,7 437,0 -40 -10 -42 -11
+ 785,8 3479 1 10 31 30
FMN - 4549 96,9 -75 -10 -52 -9
GDP - 441, 8 158,8 -95 -10 -36 -13
GDP-L-fukosa - 587,7 441,9 -95 -10 -34 -35
GDP-mannosa - 603,7 423,9 -35 -10 -42 -29
GMP - 361,8 211,0 -45 -10 -26 -11
+ 363,8 151,9 36 10 25 14
GTP - 521,6 158,8 -90 -10 -50 -9
IDP - 426,8 134,9 -75 -10 -32 -11
IMP - 346,8 96,9 -60 -10 -28 -5
+ 349,0 136,9 31 10 19 12
ITP - 506,7 158,7 -60 -10 -48 -13
NAD+ - 662,7 540,9 -55 -10 -20 -3
NADH - 663,7 397,0 -35 -10 -44 -17
NADP+ - 742,7 620,9 -70 -10 -24 -17
NADPH - 743,7 425,9 -30 -10 -42 -35
NMN - 332,9 210,8 -45 -10 -12 -9
+ 334,9 123,0 36 10 23 12
SAMP - 461,8 96,8 -55 -10 -30 -9
+ 464,1 251,9 71 10 31 20
UDP - 402,9 158,8 -70 -10 -34 -9
UDP-D-galaktosa - 564,7 322,9 -75 -10 -34 -21
UDP-glukosa - 564,7 322,9 -70 -10 -34 -23
UDP-glucuronat - 578,7 402,9 -70 -10 -34 -31
UDP-Glc-NAc - 605,7 384,9 -85 -10 -38 -29
UMP - 322,8 210,9 -65 -10 -22 -21
UTP + 324,9 96,9 51 10 25 10
- 482,7 158,7 -80 -10 -48 -13
Tab. 3: Optimalizované parametry MS/MS
Méd CAD GS1 GS2 CUR TEM IS
[psi] [psi] [psi] [psi] [°C] Y
- medium 40 40 30 500 -4500
+ medium 40 40 30 500 5500
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7.2 Optimalizace UHPLC podminek

Optimalizace UHPLC podminek byla provadéna v ramci vyvoje metabolomické
metody, ktera zahrnovala nejen analyzu nukleotidu a jejich derivatd, ale také rdznych
aminokyselin, peptidl, organickych kyselin, purinovych a pyrimidinovych latek, cukri
atd. Byla modifikovana jiz dfive publikovana metoda (Bajad et al., 2011), optimalizovalo
slozeni a pH mobilnich fazi, podminky gradientové eluce (slozeni, pratok), teplota
kolony a mnozstvi nastfikovaného vzorku.

Jednim z dulezitych parametr( byl vybér pH mobilni faze A (20 mmol/l octan
amonny), které nejvice ovliviiovalo separaci trifosfatd. Pfi pH niz§im nez 9,3 se
trifosfaty zadrzovaly na koloné velmi silné a nestacila doba 30 min pfi 95 % podilu
mobilni faze A k jejich eluci z kolony. Se zvysSujicim se pH se jejich retence snizovala
(Obr. 18). Jako optimalni pH bylo zvoleno 9,45.

Po vybéru pH mobilni faze A byl gradient je$té& pozménén a to s cilem od sebe
rozdélit napf. monofosfaty se stejnym MRM pfechodem. Finalni metoda je popsana

v kapitole Metody.
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5.0e4 1
4.0e4

3.0e4
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2.0e4 , A

/ L / \ pH 9.45
10e4 { - / , pH 9,35
E pH 9.3
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Cas [min]

Obr.18: Vliv pH na retenéni ¢as dITP

7.3 Analyza standardt

V8echny smési standardld nukleotidd a jejich derivatd (NTD 1-5) byly
analyzovany metodou UHPLC-MS/MS za optimalizovanych podminek a byly zjistény
jejich retenéni Casy (Tab. 4). Podafilo se identifikovat vSechny studované latky
(Obr. 19-23). Nejdfive byly identifikovany vSemi 5 MRM pfechody 2z MS/MS

optimalizace a poté uz pouze jednim vybranym MRM pfechodem, ktery se vyznacoval
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nejvy§Sim pomérem signalu k Sumu a zaroven u néj nebyla pozorovana interference.
Intenzita signalu jednotlivych standardl (koncentrace 10 pmol/l) byla vrozmezi
1,5 x10° — 2 x10° cps, vyjimkou byly dGTP a NADPH s intenzitou niz&i nez 1 x10° cps
a ADP-ribosa, NMN a AICAR s intenzitou niz$i nez 3 x10* cps.

Tab. 4: Retencni ¢asy jednotlivych nukleotid( a jejich derivat(

Metabolit Mr Ret t [min]
ADP 427,0 21,9
ADP-ribosa 559,1 21,0
AICAR 338,1 18,6
AMP 347,1 18,7
APS 427,0 19,0
ATP 507,0 27,2
cCMP 305,0 13,7
CDP 403,0 21,0
CDP-cholin 488,1 14,5
CMP 323,1 18,3
CMP-Neu-NAc 614,1 17,5
CTP 483,0 23,7
dADP 411,0 21,8
dAMP 331,1 18,6
dATP 491,0 26,0
dCDP 387,0 21,1
dCMP 307,1 18,3
dCTP 467,0 24,1
dGDP 427,0 22,5
dGMP 347,1 19,9
dGTP 507,0 32,2
dITP 492,0 32,4
dTDP 402,0 21,3
dTMP 322,1 18,3
dTTP 482,0 24,0
dUMP 308,0 18,5
dUuTP 468,0 24,3
FAD 785,2 18,1
FMN 456,1 18,5
GDP 443,0 23,0
GDP-L-fukosa 589,1 19,2
GDP-mannosa 605,1 19,2

39



Metabolit Mr Ret t [min]
GMP 363,1 19,8
GTP 523,0 32,4
IDP 428,0 22,7
IMP 348,0 20,2
ITP 508,0 32,0
NAD+ 664,1 14,5
NADH 665,1 18,1
NADP+ 744,1 20,7
NADPH 745,1 22,5
NMN 334,1 15,0
SAMP 463,1 22,1
UDP 404,0 21,4
UDP-D-galaktosa 566,1 18,1
UDP-glukosa 566,1 18,1
UDP-glucuronat 580,0 20,9
UDP-Glc-NAc 607,1 17,9
UMP 324,0 18,6
UTP 484,0 25,5
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Obr. 19: Chromatogram smési NTD 1 (negativni méd)
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Obr. 20: Chromatogram smési NTD 2 (negativni méd)
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Obr. 21: Chromatogram smési NTD 3 (negativni mod)
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Obr. 22: Chromatogram smési NTD 4 (negativni méd)
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Obr. 23: Chromatogram smeési NTD 5 (negativni mod)

Poté byla vytvofena jedna celkova smés vSech studovanych latek, v niz se nam
na zakladé retenénich ¢asl podafilo rozlisit latky s podobnou (liSici se o 1 Da) i stejnou
monoizotopovou hmotnosti, respektive se stejnym MRM pFechodem (Obr. 24).
Vyjimkou byly pouze UDP-D-galaktosa a UDP-glukosa, jejichz MRM pfechody
i retencni Casy byly shodné. V chromatogramu Ize tak vidét pouze jeden pik, ktery je

sumou obou téchto latek
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Obr. 24: Chromatogram celkové smési vSech studovanych nukleotidl a jejich derivatu



7.4 Analyza biologického materialu

Lyofilizovany extrakt vodné faze byl pfed analyzou rozpustén ve 100 ul vody
s pfidavkem Br-AMP (10 umol/l) a poté byl analyzovan za optimalizovanych podminek.
V extraktech leukocytl bylo identifikovano celkem az 39 studovanych latek (Obr. 25).
Ve vzorcich byly v nejvétsi intenzité nalezeny ADP, ATP, smés UDP-glukosy a UDP-

galaktosy a CMP-N-acetylneuraminat.
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Obr. 25: Analyza extraktu leukocytl inkubovanych s IM o koncentrace 2 pmol/l

po dobu 10 hod
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7.5 Stastické vyhodnoceni

V ramci statistického vyhodnoceni viivu IM na leukocyty byly uvazovany poméry
ploch jednotlivych analytl k ploSe interniho standardu (Br-AMP). Vyhodnoceni dat bylo
provedeno pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA, principal component analysis).
Na obrazcich je mozné pozorovat projekci pfipadu (Obr. 26) a proménnych (Obr. 27)
do komponentni roviny 1-2. Data byla fadkové centrovana a normalizovana.

Pfi vyhodnocovani dat doSlo k vyznamnému rozliSeni leukocytl inkubovanych
po dobu 10 hod (Obr. 26) od ostatnich vzork(l bez ohledu na to, jestli byly inkubovany
s nebo bez pfidavku IM. Bylo to zpusobeno vyraznymi zménami hladin nékterych
metabolitd. Jednalo se hlavné o latky SAMP, UMP, AMP, UDP-glukosa, ADP, GDP-
manosa, IMP, GDP, UDP a CDP-cholin (Obr. 27). Toto mize byt vysvétleno tim, Ze
u vSech inkubovanych leukocytll dochazelo postupné béhem 10 hod k apoptéze
v disledku nepfirozenych podminek kultivace. Zvy$ené hladiny SAMP, AMP a IMP

svédcCily napf. o poruse adeninového nukleotidového cyklu.
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Obr. 26: Projekce pfipadl do komponentni roviny 1-2
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Obr. 27: Projekce proménnych do komponentni roviny 1-2

Pfestoze hlavnim zjisténym ddvodem zmény hladin metaboliti byla doba
inkubace, byly téZ pozorovany zmény v zavislosti na koncentraci IM. Pfikladem je IMP,
jehoz hladina se u leukocytl inkubovanych bez IM zvysila béhem 10 hod asi 4,5 krat
ve srovnani s leukocyty inkubovanymi s imatinibem o koncentraci 2 ymol/l, kde doslo
témér k tficetinasobnému navySeni (Obr. 28). Tyto nalezy svédci pravdépodobné
otom, Ze nejen samotna inkubace leukocytl v nepfirozenych podminkach, ale i
pusobeni IM vedlo u nich k apoptoze.
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Obr. 28: Narust hladiny IMP v zavislosti na dobé inkubace leukocytl

bez a s pfidavkem IM o koncentraci 2 a 10 ymol/l I,

Na Obr. 29 a 30 jsou dale znazornény nejvyznamnéjSi zmény v hladinach
metabolitd vzhledem k zacatku inkubace (v ¢ase 0 hod 100 %). Jednalo se hlavné
o monofosfaty (SAMP, IMP AMP, GMP a UMP), ADP, CDP-cholin a GDP-mannosu,
jejichz hladina se mezi 5. a 10. hod inkubace vyznamné zvySovala. (Obr. 29). Naopak
k poklesum hladin dochazelo predevsim u trifosfatd (dTTP, dCTP, CTP, UTP), ale také
UDP-glukosy a UDP-galaktosy (Obr. 30).
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Obr. 29: Hladiny metabolitd zvy3Sujici se s dobou inkubace (s IM 2 ymol/l)

1

00

90

~ 80 T
=
B
°
| 70
®
€
©
£
8 601 ——dg1TP
T —a— UDP-glukosa + UDP-galaktosa
dCTP
5091 —cCTP
—*=UTP
40 T 1 T 1
0 1 2 5 10
Doba inkubace [hod]
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8 Diskuze

V experimentalni ¢asti své bakalafské prace jsem se zabyvala analyzou
nukleotidl a jejich derivati metodou UHPLC-MS/MS.

Pfi MS optimalizaci byla zmé&fena hmotnostni a fragmentacni spektra vSech
50 studovanych latek. Na jejich zakladé bylo poté vybrano 5 nejintenzivnéjSich MRM
prechod, které byly porovnany s jiz dfive publikovanymi vysledky (Bajad et al., 2006).
VSechny nukleotidy a jejich derivaty byly analyzovany v pozitivnim i negativni médu,
ale na zakladé intenzit produktovych iontl bylo zjisténo, Zze vétSina nukleotidl se lépe
fragmentuje, pokud jsou méfeny v negativnim moddu. Vyjimkou byly monofosfaty,
kofaktor FAD a také nékteré derivaty nukleotidi jako napf. SAMP nebo AICAR. Tyto
latky byly §tépeny v obou médech za vzniku fragmentd s vysokou intenzitou.

Pro analyzu studovanych latek pomoci UHLPC byla modifikovana jiz dfive
publikovana metoda (Bajad et al., 2011). Bylo zjiSténo, Ze pro separaci trifosfatu je
nejdulezitéjsi vybér pH mobilni faze. Pfi pH nizSim nez 9 byly trifosfaty silné vazany na
koloné a pfi pH vy8Sim nez 9,5 se naopak separovaly v podobnych retenCnich ¢asech
jako difosfaty, proto jako optimalni pH byla vybrana hodnota 9,45. Dale byl ménén
gradient a to tak, abychom docilili chromatografického rozdéleni latek, predevim
monosfosfatl, se stejnym a podobnym MRM piechodem (pf. AMP a dGMP, dTMP
a CMP, UMP a CMP) a zaroven, aby se trifosfaty separovaly co v nejkrat§im Case.
Oddélit tyto latky se ndam nakonec podafilo, vyjimkou byly pouze UDP-D-galaktosa
a UDP-glukosa jejichz MRM pfechody i reten¢ni ¢asy byly shodné. Stejného vysledku
dosahli i autofi dfive publikované studie (Bajad et al., 2006).

Cilem této prace bylo zjisténi zmén hladin metabolitd v bunééném extraktu
leukocytl. Leukocyty byly izolovany z plné krve nové diagnostikované pacientky s CML
a nasledné byly inkubovany pfi 37 °C s IM o rGznych koncentracich — 0, 2 a 10 ymol/I
v DMSO. Jednotlivé alikvéty byly odebirany v ¢asech 0, 1, 2, 5 a 10 hod a vysledny
vodny extrakt byl lyofilizovan. Pfed analyzou UHPLC-MS/MS byl extrakt rozpustén ve
100 pl vody s pfidavkem Br-AMP.

V extraktech leukocytl bylo identifikovano celkem az 39 studovanych latek,
v nejvétsi intenzité byly nalezeny ADP, ATP, smés UDP-glukosy a UDP-galaktosy
a CMP-N-acetylneuraminat. Data byla dale statisticky vyhodnocena PCA analyzou.
Nejvétsi zmény hladin metabolitl byly pozorovany po 10 hod inkubace. Bylo zjisténo,
Ze jiz samotna inkubace leukocytl bez IM vedla u nich pravdépodobné k apoptéze a ze
pfitomnost IM méla synergicky Gcinek. Obecné byl pozorovan intenzivni vzrlstajici
trend predevS§im u monofosfata (SAMP, IMP AMP, GMP a UMP), naopak u trifosfatu
(dTTP, dCTP, CTP, UTP) dochazelo k poklesiim jejich hladin.
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9 Zaver

V teoretické Casti bakalarské prace byly shrnuty poznatky o nové se rozvijejici
se védni discipliné — metabolomice a metodach, které se v metabolomice nejvice
vyuzivaji. Dale jsem se vénovala chronické myeloidni leukemii, jeji diagnostice,
pribéhu a lé¢bé. Pro lécbu CML v chronické fazi se v sou€asnosti hojné vyuzivaji TKI,
proto jsem celou kapitolu vénovala také Iéku 1. generace — imatinibu.

V experimentalni ¢asti byla vyvijena metoda UHPLC-MS/MS pro analyzu
nukleotidl a jejich derivati. Optimalizovana metoda byla poté aplikovana na bunéény
extrakt leukocytl z plné krve nové diagnostikované pacientky s CML. Cilem bylo
objasnit vliv imatinibu na metabolismus bunék buné&éné kultury CML. V extraktech
leukocytu bylo celkem identifikovano az 39 studovanych latek. Data byla nasledné
statisticky vyhodnocena PCA analyzou.

Cilem dalSi prace bude optimalizace inkubace izolovanych leukocytl tak, aby
nedochazelo k jejich apoptéze. Dale se do vyvijené UHPLC-MS/MS metody zahrnou
i dal$i metabolity, jejichz zména by mohla vice objasnit metabolismus inkubovanych
leukocytl s imatinibem. Za ucelem zjisténi pfesnych koncentraci jednotlivych

metabolithd pak bude nutna téz validace metody.
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Seznam pouzitych zkratek

ABL ¢ast 9. chromosomu (Abelson tyrosin kinase gen)

AcCN acetonitril

ADP adenosin-5’-difosfat

AICAR 5-aminoimidazol-4-carboxamid-1-B-D-ribofuranosyl 5-monofosfat

AMP adenosin-5"-monofosfat

API ionizace pfi atmosférickém tlaku (atmospheric pressure
ionization)

APS adenosin-5"-fosfosulfat

ATP adenosin-5"-trifosfat

BCR Cast 22. chromosomu

cCMP 2°,3"-cyklicky-CMP

CDP cytidin-5"-difosfat

CE kolizni energie (collision energy)

CML chronicka myeloidni leukemie

CMP cytidin-5"-monofosfat

CMP-Neu-NAc CMP-N-acetylneuraminat

CTP cytidin-5"-trifosfat

CXP vystupni potencial kolizni cely (collision cell exit potential)

dADP 2’-deoxyadenosin-5’-difosfat

dAMP 2’-deoxyadenosin-5"-monofosfat

dATP 2’-deoxyadenosin-5"-trifosfat

dCDP 2’-deoxycytidin-5"-difosfat

dCMP 2’-deoxycytidin-5"-monofosfat

dCTP 2’-deoxycytidin-5"-trifosfat

dGDP 2’-deoxyguanosin-5’-difosfat

dGMP 2’-deoxyguanosin-5"-monofosfat

dGTP 2’-deoxyguanosin-5’-trifosfat

diITP 2’-deoxyinosin-5"-trifosfat

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

DP deklasteracni potencial (declustering potential)

dTDP 2’-deoxythymidin-5"-difosfat

dTMP 2’-deoxythymidin-5"-monofosfat

dTTP 2’-deoxythymidin-5"-trifosfat

dUMP 2’-deoxyuridin-5"-monofosfat
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dUuTP 2’-deoxyuridin-5"-trifosfat

EP vstupni potencial (entrance potential)

ESI ionizace elektrosprejem (electrospray ionisation)
FAD flavinadenindinukleotid

FBS fetalni hovézi sérum (fetal bovine serum)

EP vstupni potencial (entrance potential)

FMN riboflavin-5"-monofosfat

GDP guanosin-5’-difosfat

GMP guanosin-5"-monofosfat

GTP guanosin-5’-trifosfat

HMDB Human Metabolome Database

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

IDP inosin-5"-difosfat

IM imatinib

IMDM Iscove's Modified Dulbecco's Medium

IMP inosin-5"-monofosfat

ITP inosin-5"-trifosfat

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

LC kapalinova chromatografie (liquid chromatography)
LC-MS kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
MRM multiple-reaction monitoring

MRNA mediatorova ribonukleova kyselina

MS hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)
MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

(tandem mass spectrometry)

NAD+ B-nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana forma)
NADH B-nikotinamidadenindinukleotid (redukovana forma)
NADP+ B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat (oxidovana forma)
NADPH B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovana forma)
NMN B-nikotinamid mononukleotid

PEN penicilin

Ph Filadelfsky chromosom (Philadelphia chromosome)

Ret t reten¢ni as (retention time)

SAMP adenylosukcinat

STREP streptomycin

TKI inhibitor tyrosinkinas

UDP uridin-5"-difosfat
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UMP uridin-5"-monofosfat

UDP-GIlc-NAc UDP-N-acetylneuraminat
UHPLC ultrauc€inna kapalinova chromatografie
UTP uridin-5"-trifosfat

57



