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Chronicka myeloidni leukemie (CML) je onemoc-
néni krevnich bunék projevujici se zmnozenim
bilych krvinek. CML se vyznacuje translokaci mezi
chromosomy 9 a 22, jejimz vysledkem je tzv. Fila-
delfsky chromosom. V soucasnosti je velmi rozsi-
fena lécba pomoci tyrosinkinasovych inhibitora.
Imatinib je Iékem 1. generace z této nové tfidy Ikl
a pouziva se pro standardni Ié¢bu pacientt s CML.
Imatinib kompetitivné inhibuje ATP-vazebné misto
BCR-ABL. Metabolomika je védni obor, ktery slouzi
pro detekci a kvantifikaci nizkomolekularnich me-
tabolitd vytvofenych Zzijicimi bufikami, tkanémi
nebo organy. Cilem experimentalni ¢asti bylo
stanoveni vlivu imatinibu na metabolismus bunék
CML pomoci vysokoucinné kapalinové chromato-
grafie ve spojeni s tandemovou hmotnostni speki-
rometrii. Optimalizovana metoda byla poté apliko-
vana na leukocyty izolované z piné krve nové
diagnostikovanych pacientd s CML a kontrolnich
vzorku. Byly sledovany zmény hladin metabolitl
v leukocytech inkubovanych s imatinibem o rizné
koncentraci. V extraktech bylo celkem identifikova-
no 87 studovanych latek. Data byla statisticky
vyhodnocena pomoci analyzy hlavnich komponent,
diskriminaéni analyzy, biplotu, shlukové analyzy,
heat mapy a metody PARAFAC.
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1 Hematopoéza

1.1 Krevni bunky a krvetvorné organy

Krevni buriky - Cervené krvinky (erytrocyty), bilé krvinky (leukocyty) a krevni
desticky (trombocyty; Obr. 1) - jsou neustale vytvareny v procesu zvaném hematopoé-

za (nékdy také hemopoéza) z hematopoetickych kmenovych bunék (Fox, 1999).

&
@ , -y /
c . & £
‘i » 2 ! .
5! 2 o
o 3 et =
neutrofily eosinofily bazofily
d y @ ’
\>
lymfocyty monocyty trombocyty erytrocyty

Obr. 1: Typy krevnich bunék. Zobrazeny erytrocyty, trombocyty a 2 typy leukocytd -
granulocyty (neutrofily, eozinofily, bazofily) a agranulocyty (lymfocyty a mono-
cyty) (upraveno dle: Fox, 1999).

Prenatalni hematopoéza se déli na 3 hlavni obdobi - mezoblastové, hepatolie-
nalni a dfefiové - ato podle typu krvetvorného organu, v némz pravé tento proces
probiha (Smetana, 2001).

Tvorba krevnich bunék zacina jiz v pribéhu vyvoje embrya, kdy se ve sténé
Zloutkového vacku vytvari krevni ostrivky (shluky mezenchymovych bunék; Obr. 2),
které produkuji prvni hemoglobinizované burky (mezoblastové obdobi). Od 6 tydne do
7 mésice téhotenstvi nastava hepatolienalni obdobi, pfi némz hematopoéza probiha
pfedevSim v jatrech a ve sleziné, poté se hlavnim zdrojem krvinek stava kostni dfen.
Obdobi dreriové krvetvorby se postupné stupriuje a po narozeni béhem fyziologického

vyvoje zcela nahradi krvetvornou €innost jinych organu s vyjimkou lymfatickych organu
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a lymfatické tkané, kde lymfopoéza probiha cely Zivot jedince. Hematopoéza po naro-
zeni probiha v kostni dieni téméf kazdé kosti. S vékem je vSak aktivni krvetvorna tkan
nahrazena tukem. V dospélosti se aktivni tkan nachazi pouze v axialnim (osovém)
skeletu, ktery tvofi patef, kostra hrudniku (hrudni kost a Zebra), panev a v proximalnich
koncich stehenni a pazni kosti. Z tohoto divodu je kostni dfen uréena k transplantaci
odebirana pravé z téchto ¢asti kostry (Murphy, 1998; Smetana, 2001; Wang & Berliner,
2010).

Obr. 2: Zloutkovy vadek s krevnimi ostriivky — barveni hematoxylin-eosin
(Pryzhkova et al., 2010).

Kostni dfenf je ustfednim a zaroven nejvétSim krvetvornym organem proto, ze
obsahuje nejvice pluripotentnich kmenovych bunék a také mikroprostfedi (stroma),
které indukuje diferenciaci kmenovych bunék v jednotlivé bunécné linie. Jako sekun-
darni (periferni) krvetvorné organy jsou oznacovany slezina ¢i lymfatické uzliny.

Kmenové burky, progenitorové bunky a jiné krvetvorné bunky pravidelné putuji
krvi mezi krvetvornymi tkanémi a z nich nasledné do tkani cilovych. Pfitomnost kme-

novych bunék déla také z periferni krve krvetvornou tkan (Klener & Friedmann, 2001).

1.2 Regulace hematopoézy

Krevni elementy pochazi z nediferencované pluripotentni kmenové buriky, jenz
ma schopnost vlastni sebeobnovy a diferenciace. Diferenciace jednotlivych krevnich
bunék a také nékteré jejich funkce ovliviuji ristové faktory, tzv. cytokiny. Jedna se
o glykoproteiny, které pusobi na receptory hematopoetickych bunék v riznych stadiich
vyvoje a zvysuji produkci jedné €i vice buné&énych liniich jako odpovéd na poskozeni Ci

stres (ztrata krve €i infekce). Pluripotentni kmenové buriky jsou pod vlivem poctu he-
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matopoetickych rustovych faktord zahrnujicich interleukin-3 (IL-3), IL-6, IL-11 a rastovy
faktor SCF (stem cell factor), oznaCovany také jako c-kit ligand. Faktor CSF (colony
stimulating factor) spolu s erytropoetinem stimuluji proliferaci jednotlivych buné&cnych
kolonii. Thrombopoetin je, stejné jako erytropoetin, produkovan v ledvinach a jatrech
a spolu s IL-6 a IL-11 kontroluje produkci krevnich desti¢ek. Faktory, které se v proce-
su krvetvorby ulatriuji nejvice, jsou shrnuty v Tab. 1. Existuji vSak také jiné faktory,
které hematopoézu naopak inhibuji. Do této skupiny mizeme zaradit tumor (nador)
nekrotizujici faktor (TNF, tumor necrosis factor) a transformuijici rastovy faktor § (TGF-

B, transforming growth factor) (Murphy, 1998; Klener & Friedmann, 2001).

Tab. 1: Faktory stimulujici hematopoézu

Nazev Funkce

SCF stimuluje proliferaci kmenovych bunék
zvySuje citlivost kmenovych bunék na jiné faktory
FIt-3 ligand stimuluje proliferaci a diferenciaci hematopoetickych prekurzoru
pusobi na generaci funkéné aktivnich dendritickych bunék
Interleukin-3 stimuluje rust granulocyti, monocytd, eozinofild a zirnych bunék
zvySuje syntézu fetalniho hemoglobinu
GM-CSF stimuluje kolonie granulocyti a makrofagu
Castec€né ovliviiuje i megakaryocytovou fadu
M-CSF stimuluje kolonie makrofagu
ovliviiuje vzestup poc¢tu makrofagu a jejich funkéni aktivitu
G-CSF stimuluje kolonie granulocytt
pusobi zmnozeni neutrofill a urychluje jejich vydej do cirkulace
Meg-CSF stimuluje kolonie megakaryocytt
zvySuje produkci krevnich destiCek
Erytropoetin in vitro stimuluje erytrocytoveé kolonie, in vivo ¢ervenou krvetvorbu
CastecCné ovliviiuje i trombocytopoézu
Trombopoetin s IL-6 a IL-11 kontroluje produkci trombocytu
vaze se na specifické receptory na progenitorech megakaryocytu

pusobi diferenciaci CD34+ bunék do megakaryocytové fady

Mnohé rastové faktory jsou produkovany aktivovanymi T-lymfocyty, monocyty,
stromalnimi burikami kostni dfené&, fibroblasty, endotelialnimi burikami & makrofagy.
Rustové faktory ale mohou byt produkovany také technologii rekombinantni DNA

a nasledné klinicky vyuzity. Pfikladem je G-CSF, ktery se vyuZiva pro urychleni obnovy
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hematopoézy po chemoterapii a pfi transplantaci hematopoetickych bunék nebo ery-
tropoetin vyuzivany k Ié€bé anémie u pacientd s chronickym selhanim ledvin. Klinicky
zkouseny je i trombopoetin a to pro redukci potfeby transfuze trombocytl po intenzivni

chemoterapii u pacientd Ié€enych s maligni chorobou (Murphy, 1998).

1.3 Leukopoéza — vyvoj granulocytll z prekurzorové buriky

Diferenciace a zrani granulocytl - neutrofilt, eosinofild a bazofill - probiha za
normalnich podminek v kostni dfeni a trva déle nez jeden tyden. Poté se zralé granulo-
cyty uvolnuji do periferni krve, v niz neutrofily (po€inaje neutrofilni tyCkou) cirkuluji jen
nékolik hodin, zatimco eosinofily a bazofily az jeden tyden. Urcité mnozstvi granulocytt
v periferni krvi necirkuluje, ale vytvafi mobilizovatelnou zasobu pod vnitfnim povrchem
cév. K zaniku granulocytt dochazi v tkanich. Typ tkané se vsak lisi a to v zavislosti na
jejich funkéni angazovanosti. Jedna se prfedevSim o plice, jatra, slezinu a také sliznici

traviciho &i dychaciho ustroji (Smetana, 2001).

1.3.1 Tvorba granul

Charakteristickym znakem granulocytové fady je tvorba granul v jejich cyto-
plasmé. Nejprve se vytvari hruba azurofilni (primani) granula, pozdéji dochazi k tvorbé
sekundarnich granul, které jsou specifické pro kazdy typ granulocytd, tj. granul neutro-
filni, eosinoflni a bazofilni (oznaCované podle barvitelnosti). Tvorba granul zacina jiz
v prekurzorové kmenové burce, kterou je v pfipadé granulocytovych fad myeloblast
vznikajici z progenitorové buriky pro granulocyty. Morfologicky jsou myeloblasty pro
neutrofilni, eosinofilni a bazofilni granulocyty tézko odliSitelné. Z myeloblastu nejprve
vznikaji nejvétsi buriky granulocytové fady — promyelocyty, z nichz se poté vyviji
posledni délici se buriky granulocytové fady — myelocyty. Délenim myelocyt( vznikaji
metamyelocyty, které zraji v granulocyty s jadrem nejprve nesegmentovanym (tzv.
ty€e). Do periferni krve se dostavaji zralé granulocyty s jiz segmentovanym jadrem
a pouze v malé mife granulocyty ve tvaru ty€e (Obr. 3). Za fyziologickych podminek se
pocCet jadernych segmentl obvykle pohybuje kolem tfi. PrGmérny pocet segmentu
pfipadajicich na jeden neutrofil udava tzv. Hynkovo ¢islo, které se u dospélych osob

pohybuje kolem hodnoty 2,7 (Smetana, 2001).
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Obr. 3: Vyvoj neutrofild (upraveno dle: Kaushansky, 2008).

1.3.2 Funkce granulocytu

Hlavni funkci granulocytl je fagocytéza (mikrofagocytdza) a sekrece obsahu
granul z bunky, jenz mize mit toxické a nicici vlastnosti proti mikrobdm, ale mnohdy
také proti burikam vlastniho organismu. Granulocyty jsou na misto pusobeni pfilakany
chemotaktickymi faktory, z nichZ nejvyznamnéjsi jsou faktory zprostfedkované kom-
plementem a ty faktory, které jsou produkovany lymfocyty a monocyty. Eosinofilni
granulocyty jsou navic cytotoxické pro parazitni organismy a ucastni se alergickych
reakci. Bazofily mohou produkovat mediatory a proteasy ovliviiujici zanétlivé procesy
a takeé latky, které podminuji anafylaktickou reakci. S uvedenymi funkcemi jednotlivych

granulocytl souvisi i obsah jejich granul (Smetana, 2001).

1.4 Maligni onemocnéni krve a krvetvornych organ

Ve vyspélych zemich tvofi hematologické malignity u muzi 7 % ze v8ech ma-
lignit a 6 % malignit u Zen. U obou pohlavi je 6. nej¢asté&jSim malignim onemocnénim
leukemie. V Evropé jsou u muzu ve vékové kategorii 15-34 let tato onemocnéni jako
4. nejcastéjsi pficina umrti. NejcastéjSi je opét leukemie, tésné nasledovana malignimi
lymfomy. U Zen v tomto véku je nejCastéjsi malignitou karcinom mlécné Zlazy. Od 35
let véku narusta incidence malignich onemocnéni u obou pohlavi. Incidence leukemie
také stoupa, ale je predstizena CastéjSimi solidnimi nadory jako jsou karcinom plic
u muza, karcinom mlééné Zlazy u Zen a malignitami traviciho a urogenitalniho ustroji
(Kozak, 2001).
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1.4.1 Etiologie hematologickych malignit

Etiologie hematologickych malignit neni ve vétsiné pfipadl zcela znama, ale
protoZe existuje vice rizikovych faktoru, které jednotlivé malignity ovliviiuji, byva ozna-
Covana jako multifaktorialni. Je znamo 5 rizikovych faktord majicich vztah ke vzniku
hematologickych malignit: ionizujici zafeni (rtg, y-paprsky), chemikalie (benzen, toluen
Ci dehet v cigaretovém koufi), cytostaticka |éCba (pfedevsim alkylacni latky), infekce

viry a genetické faktory (napf. trisomie 21. chromosomu) (Kozak, 2001).

1.4.2 Patofyziologie hematologickych malignit

Hematologické malignity maji klonalni charakter. Z jedné maligné transformo-
vané buriky totiz vznika klon, jenz neodpovida na vnitfni ani vnéjSi kontrolni signaly,
autonomneé proliferuje a jednotlivé buriky ztraceji schopnost apoptdzy a programované
bunétné smrti. Na pocCatku maligni transformace je fragilita chromosomalni DNA
s ireverzibilni aberaci v nékterém misté genomu. Takova specificka zména mulze vést
k postiZzeni nebo k deregulaci transkripce protoonkogenu, coz je gen, ktery se vysky-
tuje normalné v genomu a je fyziologicky riznou meérou transkribovan. Protoonkogen je
nasledné pfeménén v aktivni onkogen a dochazi tak k maligni transformaci buriky.
Celkové je znamo vice nez 80 paru protoonkogen-onkogen. Na maligni transformaci
lidské bunky, jejiz schopnosti je invadovat dalsi tkané a metastazovat, se podileji mimo
onkogenu také geny, které koduji adhezni povrchové molekuly a tzv. homing receptory.
Jejich mutace potom vedou k tomu, Ze transformovana burika opousti svoji tkan

a chova se agresivné vici ostatnim tkanim (Kozak, 2001)
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2 Leukemie

2.1 Uvod

Leukemie je nadorové onemocnéni projevujici se nadmérnou produkci abnor-
malnich bilych krvinek, ktera je zpUsobena mutaci myelogennich nebo lymfogennich
bunék (Guyton & Hall, 2000). Termin leukemie, zprvu bila krev (némecky Leukamie

nebo weisses Blut), poprvé pouzil v roce 1845 Rudolf Virchow (Virchow, 1845).

2.2 Klasifikace

Leukemie mlze byt rozdélena na zakladé rychlosti vyvoje onemocnéni na akut-
ni a chronickou. Kazda z nich se pak dale déli na myeloidni a lymfatickou a to podle
bunécného typu bilych krvinek, ktery je zmnozen. Lymfaticka leukemie je zpUsobena
produkci nadorovych lymfoidnich bunék, ktera nejCastéji probiha v lymfatickych uzli-
nach nebo v jinych lymfatickych tkanich a poté se Sifi do celého téla. Oproti tomu pro
myeloidni leukemii je charakteristicka produkce nadorovych bunék myeloidni Fady
v kostni dfeni, odkud se dale Sifi a poté jsou produkovany v mnoha organech jako jsou
lymfatické uzliny, slezina ¢i jatra. Pfi myeloidni leukemii se tvofi buriky granulocytové
nebo monocytarni fady, proto se nékdy pouziva oznaceni neutrofilni, bazofilni, eosino-
filni nebo monocytarni leukemie. Odtud jsou odvozeny zakladni 4 typy leukemie: akutni
myeloidni leukemie (AML), akutni lymfaticka leukemie (ALL), chronicka myeloidni
leukemie (CML) a chronicka lymfaticka leukemie (CLL) (Murphy, 1998; Guyton & Hall,
2000).

Ve své diplomové praci se vénuji studiu metabolismu bunék chronické myeloid-

ni leukemie, proto se budou nasledujici kapitoly vénovat pouze tomuto typu leukemie.

2.3 Chronicka myeloidni leukemie

Jedna se o prvni maligni chorobu, ktera byla dana do souvislosti se specifickou gene-
tickou abnormalitou. Prvni exaktni popis pfipadu pravdépodobné CML podal britsky
patolog John Hughes Bennet ve studii, ktera vysla v Edinburgu v roce 1845 (Bennett,
1845). CML je druhou nejCastéjsi leukemii u dospélych vykazujici vy$Si vyskyt po 50.
roce véku (Kozak, 2001).
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2.3.1 Myeloproliferativni choroby

CML se fadi mezi tzv. myeloproliferativni choroby. Takto oznacujeme stavy, je-
jichz spole€nym znakem je primarni proliferace hematopoetickych kmenovych bunék
myeloidni Fady v kostni dfeni nebo extramedularné, u kterych se pfedpoklada maligni
transformace (viz kapitola 2.4.2 Patofyziologie hematologickych malignit). Jednotlivé
myeloproliferativni choroby maji odliSny krevni obraz, protoze se liSi buné€nou fadou,
do niz jsou puvodni kmenové buriky diferencovany. Na pocatku téchto chorob dochazi
ke znaénému zmnozeni krevnich bunék jedné fady. Ve vétsiné pfipadd jsou souCasné
zmnozeny, ikdyz v menSi mife, i buiky dalSich fad. Myeloproliferativni choroby maji
kromé krevniho obrazu odliny také biologicky prabéh. Vztahy mezi jednotlivymi cho-
robami jsou znazornény na Obr. 4 (Doubek & Adam, 2001; Klener & Friedmann, 2001).

Podle Francouzsko-americko-britské klasifikace se k myeloproliferativnim cho-
robam fadi kromé& CML, také prava polycytemie neboli polycytemia vera, esencialni
nebo primarni trombocytemie a idiopaticka myelofibr6za. Nova klasifikace malignich
chorob, publikovana Svétovou zdravotni organizaci, roz€lefiuje choroby této skupiny

jesté na vice kategorii (Doubek & Adam, 2001).

myelofibréza

trombocytémie

ﬁ mozny vyvoj e — e #» mozné sdruzeni

Obr. 4: Vzajemné vztahy myeloproliferativnich chorob. Cervenymi Sipkami je znézor-
nén mozny vyvoj a pferuSovanymi modrymi Sipkami moné srduzeni (upraveno
dle: Klener & Friedmann, 2001).
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2.3.2 Molekularni podstata nemoci

V roce 1960 védci z Filadelfie Peter Nowell a David Hungerford (Nowell & Hun-
gerford, 1960) zpozorovali shodnou chromosomalni abnormalitu u 7 pacientll s CML.
Jednalo se o maly akrocentricky chromosom, jenz byl povaZovan za chromosomalni
deleci. Pfestoze bylo jejich pozorovani sepsano v pouhych dvou odstavcich, postupem
Casu se ukazalo jako naprosto zasadni. O 13 let pozdéji, v roce 1973, objasnila Janet
Rowleyova (Rowley, 1973) vznik onoho malého zkraceného chromosomu 22 (22g-),
ktery je dnes znamy jako tzv. Filadelfsky chromosom (Ph, Philadelphia chromosome;
Obr. 5). Tento Ph je produktem reciproké translokace mezi chromosomy 9 a 22
t(9:22)(q34;911). V podstaté se jedna o vzajemnou vyménu ramének téchto dvou
chromosomu. Do translokace je zapojen protoonkogen ABL lokalizovany na chromo-
somu 9 v oblasti odpovidajici N-terminalni ¢asti Abl tyrosinové kinasy a jenz je lidskym
homologem virového onkogenu Abelsonovy mysi leukemie (Heisterkamp et al., 1983).
Partnerskym genem Uucastnici se translokace na chromosomu 22 je tzv. breakpoint
cluster region (BCR) (Groffen et al., 1984). Interakce mezi protoonkogenem ABL
a genem BCR vede k vytvoreni fuzniho genu BCR-ABL, oznaCovaného také jako
BCR-ABL1, ktery kéduje onkoprotein o velikosti 210 kDa zvany p210*®-8°R (konstitu-

tivné aktivovana kinasa) (Ben-Neriah et al., 1986).
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Obr. 5: Filadelfsky chromosom (Faber, 2010).

2.3.3 Zlomy v BCR a ABL genu a velikost onkoproteinu

Ke zlomim v protoonkogenu ABL dochazi u 99 % Ph* pfipadu na jeho 5° konci
pfed exonem a2. V nékterych pfipadech dochazi ke zlomim v intronu mezi exony la

a Ib. Velikost vysledného onkoproteinu vSak ur€uje pozice zlomu v genu BCR obsahu-
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jiciho 25 exonl (kodujici oblasti genu), ke kterym muaze pfi translokaci dochazet na
intronech (nekdduijici oblasti genu) tfi oblasti (Obr. 6). U velké vétSiny CML pacientd
a asi u jedné tretiny pacientd s ALL se mista zlomu v BCR genu nachazi uvnitf regionu
o velikosti 5,8 kb znamého jako major bcr (M-bcr), ktery je tvofeny 5 exony historicky
pojmenovanymi b1 az b5 (nové exony e12 az e16). V pfipadé zlomu v oblasti M-bcr
dochazi ke tvorb& dvou molekularnich variant fuzniho genu BCR/ABL se spojenim
exonl genll BCR a ABL bud b2a2 nebo b3a2 (vyjimeéné b2a3). U nékterych pacientl
nachazime v disledku alternativniho sestfihu obé varianty tohoto genu, tedy b2a2
i b3a2. Tyto geny koduji onkoprotein o velikosti 210 kDa zvany p2108“®*8- U dvou
tretin pacientll s ALL a jen u velmi vzacnych pfipadd CML a AML se misto zlomu
v BCR genu nachazi na 54,4 kb dlouhém intronu mezi dvéma exony e2' a e2, ktery je
znamy jako minor ber (m-bcr). Za téchto okolnosti jsou exony e1' a e2' odstranény
sestfihem a fuzni gen BCR-ABL tak obsahuje spojené exony e1a2 (také vyjimecné
e1a3). Takto vznikly gen kéduje mensi onkoprotein o velikosti 190 kDa tzv. p1908¢R#8t
(Melo et al., 1993; Chissoe et al., 1995).

Obé zmifiované oblasti zlomO M-bcr i m-ber se nachazi na 5° konci genu BCR.
Prvni pfipad CML se zlomem na 3’konci genu BCR popsal vroce 1990 Saglio se
svymi spolupracovniky (Saglio et al., 1990). Jedna se o zlom v oblasti mezi exony e19
a e20 (také exony c3 a c4) znamé jako micro ber (u-bcr), €&imz vznika fuzni gen BCR-
ABL se spojenim mezi exony e19a2 (c3a2) kddujici nejvétsi onkoprotein o velikosti 230
kDa oznagovany p2305°"**E- (Wada et al., 1995).
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Obr. 6: Zlomy v genu BCR-ABL (upraveno dle: Kantarjian & O Brien, 2008).
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2.3.4 Stéadia CML

Pribéh CML Ize u vétSiny pacientl rozdélit do 3 fazi — chronické, akcelerované
a blastické faze. Pocatecni chronicka faze (CP, chronic phase) muze dlouho probihat
bez vyraznych klinickych pfiznakl, tedy nepoznané. Primérné trva 3 az 4 roky, ale
vzhledem k vyrazné variabilité tohoto onemocnéni nejsou vyjimkou pacienti, u nichz
trva jen nékolik mésicu nebo naopak az 10 let. U mnoha pacientt je CP diagnostikova-
na az pfi nahodném vysetieni krevniho obrazu. Casem se vak zadina zvy$ovat rych-
lost proliferace bunék a mizi jejich citlivost k Ié€bé. CML se postupné dostava do akce-
lerované faze (AP, accelerated phase), v niz se u pacienti Castéji projevuje unava
a predevSim se jim progresivné zvétSuje slezina. Ta mulze tlacit na bfiSni organy
a dochazi v ni k bolestivym infarktim. Nemocni trpi ubytkem hmotnosti, progresi trom-
bocytopenie a anémie, v periferni krvi pfibyva blastl a pfi cytogenetickém vySetfeni
jsou navic zjistovany chromosomalni aberace mimo Ph chromosom. CML vrcholi fazi
blastickou (BP, blastic phase), pro niz se v ¢eské literatufe objevuje také termin blas-
ticky zvrat. Pro pfipad, kdy se blasticky zvrat objevuje nahle bez ziejmé faze akcelera-
ce, se pouziva nazev blasticka krize. P¥i této fazi se v periferni krvi objevuje minimaini
pocet funk&nich granulocytd a naopak velké mnozstvi blasti. NejCastéji (v 70 % pfipa-
di) se jedna o myeloblasticky zvrat (Westfall et al., 2008), dochazi vSak také
k lymfoblastickému (30 %) nebo myelo-lymfoblastickému zvratu (Doubek & Adam,
2001; Voglova, 2010).

2.3.5 Diagnostika CML

Zhruba 90% nemocnych je diagnostikovano v CP, u které se historicky udava
median preziti 5 let. CML se muze u nékterych pacientl eventualné vyvinout az do
faze BP, pfi niZ je progn6za pomérné Spatna a median preziti v této fazi je pouhé 3-6
meésich. Dvé tretiny pacientl v CML-BP nejprve prochazi AP, u niz se udava median
preziti 1-2 roky (Cortes et al., 2006).

V diagnostice CML patfi k zakladnim vySetfenim krevni obraz a diferencialni
rozpocet bilych krvinek. Typickym znakem CML v periferni krvi je vyrazna leukocytéza.
Pocet leukocytl v dobé stanoveni dosahuje hodnot 20 x 10%1 az 500 x 10%/I. Pro toto
onemocnéni je diagnosticky posun doleva, k nezralym formam granulocytl. V krevnim
obraze pfevazuji neutrofilni granulocyty, ale i jejich nezralé formy (myelocyty, meta-
myelocyty, promyelocyty, blasty; Obr. 7). Mnohdy byvaji zmnozené i krvinky bazofilni
a eosinofilni fady (Doubek & Adam, 2001).
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Obr. 7: Krevni obraz. A, pacient s CML — krevni obraz obsahuje nezralé formy granu-

locytu; B, pacient s kompletni cytogenetickou odpovédi (remise); C, zdravy je-
dinec (Engler et al., 2011).

V minulosti uz bylo vytvofeno mnoho definic a kritérii pro jednotlivé faze tohoto
onemocnéni. Roku 2006 navrhl J. E. Cortes (Cortes et al., 2006) na zakladé vyhodno-
ceni vice nez 800 nemocnych pro ureni fazi CML nova kritéria, ktera jsou shrnuta
v Tab. 2.

Tab. 2: Kritéria pro uréeni fazi CML (upraveno dle: Cartes et al., 2006)

Blasticky zvrat

Blasty v krvi nebo kostni dieni = 30%

Extramedularni blasticka infiltrace

Akcelerovana faze

Blasty v krvi nebo kostni dfeni 10-29%

Splenomegalie, leukocyty > 10 x 10%I nebo trombocyty > 1000 x 10%1 - neodpovidajici
na nepferusovanou léCbu

Trombocyty < 100 x 1091 - nesouvisejici s Ié¢bou

Bazofily v krvi nebo kostni dieni = 20%

Blasty a promyeolocyty = 30%

Chronicka faze

Vysokeé riziko

Trombocyty > 1000 x 10% pfed zahajenim |é&by

V dobé diagnézy nepfitomna pfipadna cytogeneticka zména
Nizké riziko

Bazofily v krvi nebo kostni dfeni < 10%

Blasty a promyeolocyty krvi nebo kostni dfeni < 20%

V dobé diagnoézy pfitomna pfipadna cytogeneticka zména
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2.3.6 Historie a soucastnost Iécby CML

Intenzivni vyzkum v oblasti Ié€by CML ma své koreny jiz v 1. poloviné 20. stole-
ti. Vyznamnou udalosti byla katastrofa béhem 2. svétové valky, pfi niz doslo k explozi
lodi vezouci 100 tun yperitu pouzZivaného jako toxickou bojovou latku. Tato pfihoda
vedla k odhaleni, ze ma yperit mimojiné také antiproliferativni vlastnosti a proto byly
zanedlouho syntetizovany dalSi chemicky podobné latky. Takto byla zahajena éra
protinadorové cytostatické chemoterapie alkylatnimi latkami, z nichZ se mnohé pouzi-
vaji dodnes (Mayer, 2010).

Chemoterapie - cytostatika

Jednim z prvnich pouzivanych cytostatik byl busulfan (znamy také jako myle-
ran). O jeho syntéze a prvnim klinickém pouziti jsou poznatky jiz z roku 1953 (Haddow
& Timmis, 1953). Této studie se u€astnilo 19 pacient( a jiz tehdy se zjistilo, Ze busulfan
CML nevyléci. | presto byl k terapii CML dlouhou dobu vyuzivan.

DalsSi studovanou latkou byla hydroxyurea, ktera je znama uz od roku 1869.
Jeji antitumordzni u€inek byl vSak systematicky studovan az od konce 50. let 20. stole-
ti. Vysledkem byla studie publikovana v roce 1963 (Thurman et al., 1963). Pro klinické
uziti je tento Iék k dispozici v nékolika formach jiz vice nez 30 let. Z farmakodynamic-
kého hlediska v8ak nema intravendzni aplikace zadnou vyhodu oproti peronalnimu

podani (Rodriguez et al., 1998).

Alogenni transplantace krvetvornych bunék

Podstatou alogenni transplantace krvetvornych bunék (HSCT, human stem cell
transplantation) je pfenos darcovské (alogenni) krvetvorné tkané za ucelem obnovy
kostni dfené. Cesta k transplantacim nebyla lehka a byla blokovana fadou neznalosti
v problematice imunitniho systému a infekci nebo imunosuprese (Mayer, 2010). Prvni
studii 0 alogenni HSCT publikoval Doney v roce 1978 (Doney et al., 1978). Popisovala
14 pacientd v pokroc€ilé fazi onemocnéni s medidanem preziti 43 dnu, z nichz jeden
pacient prezival 16 mésicu, nez u né&j doslo k fatalnimu kolapsu. Od té doby bylo publi-
kovano nezpocet studii o problematice alogennich HSCT u CML a stala se jednou
z rutinnich léCebnych procedur. Postupem cCasu se tato technologie vyrazné zlepSila
a s transplantacemi Ize dnes dosahnout velmi dobrych vysledkl (Krejci et al., 2006).
| pfesto se stale nepodafilo pfekonat klicovy problém s oddélenim Zadouci imunologic-
ké reakce transplantatu proti nadoru od nezadouci az fatalni reakce transplantatu proti
hostiteli. Proto mize mit pacient po transplantaci rizné i dlouhodobé problémy a v tom

nejhors$im pfipadé maze i na nasledky transplantace zemfit. PfestozZe tato metoda fadu
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pacient vylécila nebo jim alespon prodlouzila zZivot, tak se nyni i v pfipadé CML na-
chazi pod nezadrzitelnym tlakem modernich cilenych 1€kl a je tak vyrazné na uUstupu
(Gratwohl et al., 2006; Mayer, 2010).

Imunoterapie — interferon a

V [é€bé CML se uplatnila i metoda imunochemie vyuzivajici interferonu a. Prvni
studie provedena na toto téma byla publikovana v roce 1983 (Talpaz et al., 1983)
a vzbudila velky zajem. Casem se interferon a stal novym standardem netransplantac-
ni terapie CML. Dnes se v8ak vyuziti tohoto 1éku vyrazné sniZilo a to pfedevdim pro
velkou fadu jeho nezadoucich uc€inkl a nespecificky U€inek na CML. Interferon a Ize
ziskat z aktivovanych leukocytl, produkovan je také makrofagy &i lymfocyty. Takto
ziskany interferon vSak neni oproti pfirozené se vyskytujicimu glykosilovan. | pfesto, Zze
je pro klinické vyuziti k dispozici mnoho rGznych interferond, nejvice zkuSenosti v 1é¢bé

CML je pravé s interferonem a (Mayer, 2010).

Lécba tyrosinkinasovymi inhibitory 1. a 2. generace

Objev tyrosinkinasovych inhibitord (TKI) na konci milenia znamenal v Iécbé
CML zasadni pokrok a v sou€asnosti patfi k nejvyuzivanéjSim zplsobim terapie této
nemoci. Jedna se o prvni molekularni cilenou terapii ur€enou k IéEbé nadorovych
onemocnéni. Prvnim syntetizovanym specifickym TKI byl imatinib. Pouziva se jako lék
1. generace pro standardni IéEbu pacientl v chronické fazi CML. TKI 2. generace,
dasatinib a nilotinib, jsou indukovany u pacientu rezistentnich nebo intolerantnich na
imatinib (Faber, 2010).

Dasatinib, dfive znamy jako BMS-354825, je silny Abl-kinasovy inhibitor po-
dobny IM. Jeho vyhodou je to, ze se mlUze vazat na aktivni i inaktivni konformaci Abl
kinasové domény, v disledku &ehoz je tento Iék ucinny proti témeér vSem imatinib re-
zistentnim BCR-ABL mutacim in vitro (Shah et al., 2004).

Nilotinib, dfive znamy jako AMN107, je novy vysoce selektivni inhibitor BCR-
ABL tyrosinkinasy, ktery prokazal vétsi ucinnost nez imatinib. Tento Iék také nevykazu-
je bézné vedlejsi ucinky jako je to v pfipadé imatinibu (pf. otok Ci pFiristek hmotnosti)
(Kantarjian et al., 2006).

V experimentalni ¢asti své diplomové prace jsem se zabyvala vlivem imatinibu

na metabolismus bunék CML, proto mu vénuji naslednou kapitolu.
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3 Imatinib

3.1 Uvod

Imatinib mesylat (IM; Obr. 8) je nejsilngjSim derivatem 2-fenylaminopyrimidinu
s chemickym nazvem 4-[(4-methyl-1- piperazinyl)methyl]-N-[4-methyl-3[[4-(3-pyridinyl)-
2-pyrimidinyllaminophenyllbenzamid methansulfonat. Dfive byl oznaCovan jako STI-
571 (signal transduction inhibitor) nebo CGP 57148B (Buchdunger et al., 1995; Buch-
dunger et al., 1996). IM byl identifikovan vroce 1996, ve kterém zaroven doSlo
k zasadnimu objevu, Ze IM inhibuje Abl kinasovou aktivitu in vitro i in vivo (Buchdunger
et al., 1996) a blokuje rist BCR-ABL transformovanych buné&&nych linii (Druker et al.,
1996).

3.2 Syntéza

Vychozi slou€eninou pfi vyvoji IM se stal 2-fenylaminopyrimidin (PAP, 2-
phenylaminopyrimidin), coZ je pomérné slaby inhibitor proteinkinasy C. Nasledné stu-
dium vlivu modifikaci této slou€eniny na jeji inhibi¢ni schopnosti poté vedlo k syntéze
vyrazné ucinnéjSi a selektivnéjsi molekuly IM. Pfipojenim pyridylu (Obr. 8A) k PAP
doslo ke zvy3eni bunééné aktivity, amidickd skupina poté zesilila interakci
s tyrosinovymi kinasami (Obr. 8B) a vneseni methylové skupiny omezilo neZadouci vliv
na proteinkinasu C a navic zvysila aktivitu tohoto derivatu (Obr. 8C). Finalni podoby IM
se docililo pfipojenim vysoce polarniho postranniho Fetézce na bazi N-
methylpiperazinu, coz zaroven vedlo ke zlepSeni rozpustnosti inhibitoru (Obr. 8D)
(Winger et al., 2009).
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Obr. 8: Strukturni vzorec IM odvozeny od PAP. (A) pfipojeni pyridylu, (B) amidické
skupiny, (C) methylu, (D) N-methylpiperazinu.
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3.3 Pouziti

Poprvé byl IM pouzit v roce 1998 k lécbé pacientll s CML v chronické fazi,
u nichz se projevila netolerance €i rezistence na interferon-a. Tato studie probihala od
Cervna 1998 do kvétna 2001 a ucastnilo se ji celkem 83 pacientd (55 muzu a 28 Zen),
Z nichZ 37 vykazovalo hematologickou rezistenci ¢i recidivu, 33 vykazovalo cytogene-
tickou rezistenci Ci recidivu a 13 bylo netolerantnich na interferon-a. Vysledky této
studie ukazaly, Ze IM je schopny obnovit Ph™ (pravdépodobné normalni) hematopoézu
u vétSiny téchto pacientu (Druker et al., 2001).

IM vykazuje silnou inhibi¢ni aktivitu proti TK jako jsou BCR-ABL1 u CML, recep-
toru KIT nebo PDGF (platelet-derived growth factor) u gastrointestinalnich stromalnich
tumort (GIST, gastrointestinal stromal tumours). Vazba KIT-ligandu, rastového faktoru
kmenovych bunék, na KIT tyrosinkinasovy receptor (KIT-RTK) ma za nasledek homo-
dimerizaci a autofosforylaci RTK s naslednou kinasovou aktivitou. Fosforylace specific-
kého tyrosinového zbytku na KIT spousti a aktivuje sekundarni signalni drahy. GIST
jsou nejbéznéjSi mezenchymalni tumory gastrointestinalniho (traviciho) traktu, které
jsou vysoce odolné proti konvenéni chemoterapii a radioterapii. U takovych nadoru
obvykle dochazi k aktivatnim mutacim na KIT-RTK (75-80 %), méné castéji na
PDGFRA/B (5-10 %) (Rubin et al., 2007).

3.4 Mechanismus uc¢inku na BCR-ABL

Uginek IM je nejlépe prozkouman u BCR-ABL positivnich bun&k (Obr. 9). Me-
chanismus uc€inku tohoto Iéku je podobny jako u KIT a spociva v zabranéni fosforylace
tyrosinovych zbytk( signalnich proteinu, ktera jinak vede k aktivaci intracelularnich
drah spojenych se zvySenou buné&cnou proliferaci a inhibici apoptézy. ATP se vaze na
BCR-ABL TK a poskytuje tak fosfatové skupiny, které jsou pro fosforylaci nezbytné.
TKI jsou ATP-mimetické (podobné) slou€eniny a proto s ATP soutézi o ATP-vazebné
misto na BCR-ABL TK (kompetitivni inhibice). Pokud se tedy do onoho vazebného
mista navaze TKI misto ATP, nedojde k fosforylaci protein(, protoZe neni k dispozici
zadna fosfatova skupina. V dusledku toho neni aktivovana onkogenni signalni draha
a CML bunky prochazi apoptézou (Faber & Indrak, 2010; Kantarjian & OBrien, 2008).

Podle experimentalnich studii IM nepusobi na leukemické progenitorové buriky,
¢imz nedokaze CML zcela vylécit, ale velmi U€inné potlaci rast leukemického klonu.
V soucasné dobé se proto doporucuje jeho trvalé uzivani i v situaci dosazeni stabilni
a dlouhotrvajici molekularni negativity BCR-ABL (Faber & Indrak, 2010; Kantarjian
& O’Brien, 2008).
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Obr. 9: Mechanismus ucinku IM. (A) bez inhibice IM; (B) s inhibici IM
(upraveno dle: Kantarjian & O Brien, 2008).

3.5 Proteinkinasy

3.5.1 Struktura proteinkinasy

3D struktura eukaryotni proteinkinasy (PK) byla poprvé vizualizovana v roce
1991 rentgenovou strukturalni analyzou (X-ray krystalografie). Jednalo se o cAMP
dependentni proteinkinasu znamou jako proteinkinasa A (Knighton et al., 1991).

VSechny PK katalyzuji stejnou reakci a to pfenos y-fosfatu ziskaného hydroly-
zou ATP na hydroxylovou skupinu aminokyseliny serinu, threoninu nebo tyrosinu na
molekule substratu. Strukturné jsou PK tvofeny 2 doménami. Men&i N-terminalni do-
ména (N-lobe) obsahuje 5 B-skladanych listd a 1 a helix oznacovany jako helix aC.
Vétsi C-doména je pfevazné tvorena helixy. Mezi tyto domény se do vazebného mista
bohatého na glycin (tzv. P-smyc&ky, P-loop) vaze ATP. Tato doména je diky molekulam
glycinu v nepfitomnosti ATP velmi flexibilni, coz umoznuje snadnéjSi vazbu malych
molekul inhibitor(l do vazebného mista pro ATP (Mohammadi et al., 1997; Schindler et
al., 2000). PK prechazi mezi 2 konformacnimi stavy - aktivni a inaktivni, coz zavisi na
konformaci tzv. aktivacni smycky (A-loop). Pokud je tato smycka fosforylovana, enzym
se nachazi v aktivni konformaci. V nefosforylovaném stavu dochazi k inhibici vazby
nukleotidu &i peptidu (Johnoson et al., 1996; Hubbard et al., 1994; Obr. 10).
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¥ Helix aC

Obr. 10: Konformace PK. A, aktivni konformace; B, inaktivni konformace (Yang
et al., 2009).

3.5.2 Vazba IM na TK

Dusikata baze adenin na ATP vytvarfi 2 vodikové vazby s atomy peptidového fe-
tézce spojujiciho obé domény PK (Zheng et al., 1993). Aminoskupina adeninu vytvari
vodikovou vazbu s —CO zbytkem, ktery odpovida aminokyseliné Glu-316 na Abl domé-
né a dusik N1 tohoto purinu je vodikovou vazbou spojen s amidickou skupinou amino-
kyseliny Met-318. Malé molekuly inhibitord PK jsou zakotveny v kinasové doméné
vodikovymi vazbami, které jsou podobné tém, jenz vytvari adenin ATP. IM a jeho dfive
analyzované varianty (Schindler et al., 2000) také vytvafi s Abl doménou podobné
vazby jako ATP (Obr. 11A). IM vSak na pyridylu postrada aminoskupinu, proto tuto
druhou vodikovou vazbu v ATP vazebné doméné nevytvafri. Zato je v TK upevnén mezi
aC helix a aktivaCni smyCkou, ktera se nachazi v inaktivni konformaci. IM je k Abl
doméné vazan nejen vodikovymi vazbami, ale i pomoci Van der Waalsovych sil. Cel-
kem s TK vytvafi 6 vodikovych vazeb (s Met-318 v ATP vazebné doméné, déle pak
s Thr-315, Glu-286, His-361, lle-360 a Asp-381), ale vétSina interakci je zprostfedko-
vana pomoci Van der Waalsovych sil. Takové interakce pusobi mezi IM
a aminokyselinami jako jsou napf. Tyr-253, Leu-370 nebo Phe-382 (Obr. 11B; Nagar et
al.,2002).
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Obr. 11: Interakce mezi IM a Abl doménou TK. A, 3D struktura; B, schematicky
diagram - vodikovy mustek znazornén pferusovanou ¢arou, Van der Waalsovy

sily znazornény kruhy (Nagar et al., 2002).

3.6 Rezistence na M

na lé€bu. V tomto pfipadé muzeme rezistenci rozumét neschopnost Iéku navodit nebo
udrzet |éCebnou odpovéd. V zavislosti na poCatku rozvoje rezistence se rozeznavaji
dva zakladni typy — primarni a sekundarni. Pokud se u pacienta nepodafilo odpoved
na lé€bu navodit viibec, jedna se o tzv. primarni rezistenci. V pfipadé, Ze po dosazeni
cilové léCebné odpovédi nahle dojde k jeji ztraté, mluvime tehdy o tzv. sekundarni
(vnéjsi) rezistenci. U pacientd s CML se rezistence vétSinou vyviji az v pokroc€ilych
stadiich nemoci. Dale mizeme rezistenci délit podle vySetfovacich metod, s jejichz
pomoci je stanovovana, na hematologickou, cytogenetickou a molekularni (Faber,
2010).

Vyskyt rezistence na IM zavisi pfedevS8im na fazi CML, v niz se pacient nachazi
a také na délce trvani onemocnéni. Nejniz8i vyskyt je udavan v ¢asné chronické fazi.
Po 1é&b& nemocnych interferonem a (pozdni chronické faze) je riziko vzniku rezistence
popisovano asi u 40 % pfipadu (Kantarjian et al., 2004). V AP dosahuje pravdépodob-
nost rozvoje rezistence 70 % a v BP pfes 90 % (Talpaz et al., 2002; Sawyers et al.,
2002).
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3.6.1 Primarni rezistence

Pti primarni rezistenci maiji velky vyznam faktory ovliviujici farmakokinetiku |é-
ku. Zasadni roli ma napf. plasmaticka hladina Iéku (Peng et al., 2004; Picard et al.,
2007), kterda muze byt ovlivnéna a-1-kyselym glykoproteinem. Pfi zvySené koncentraci
ma totiZ tato bilkovina schopnost vazat velké mnozstvi IM a sniZovat tak koncentraci
jeho volné frakce v plazmé. Experimentalné bylo dale zjisténo, Ze podani erytromycinu,
ktery se také vaze na a-1-kysely glykoprotein, dokaze prekonat primarni rezistenci
(Gambacorti-Passerini et al., 2000). Pro inhibici tyrosinkinasy Bcr-Abl je také dilezita

aktivita transportérd pro IM.

Aktivni transport

Aktivni transport Iéku do nitra a ven zrakovinné buriky vyznamné ovliviiuje
precitlivélost a rezistenci na tento I1ék. Zména jeho transportu v pribéhu onemocnéni
souvisi s odliSnou odpovédi pacienta na lé€¢bu (Thomas et al., 2004).

Pro aktivni transport TKI existuji pfedevsim ATP-dependentni transportéry jako
je ABCB1 (MDR1, multidrug resistence protein) a také organicky kationtovy transportér
hOCT-1 (human organic cationic transporter). ABCB1 je efluxni pumpa slouzici
k exportu léku ven z bunky. Jedna se o jeden ze 7 ABC transportérd (ABCA-ABCG),
které jsou zodpovédné za multilékovou rezistenci (odtud oznaceni MDR-1) (Mahon et
al., 2003; White et al., 2006). Na rozdil od toho hOCT-1 je hlavnim aktivnim influxnim
transportérem IM do nitra CML bunék, ¢imz zplsobuje zvySeni intracelularni hladiny
tohoto léku. Inhibice BCR-ABL genu pfi vysoké intracelularni hladiné IM vede k CML
bunécné smrti. Pfi exportu IM z buriky naopak dochazi k poklesu intracelularni hladiny
IM a inhibice BCR-ABL je tak potlacena (Obr. 12). Méfeni aktivity transportéru hOCT-1
se vyuziva zejména pro detekci rezistence (Thomas et al., 2004; Engler et al., 2011).
Nedavno bylo navic dolozeno, Ze na dosazeni molekularni odpovédi po roce Iécby IM

maji zasadni vliv i polymorfismy MDR-1 (Dulucq et al., 2008).
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Obr. 12: Zavislost inhibice BCR-ABL na koncentraci IM v burice. A, vysoka intracelu-

larni hladina IM vede k bunééné smrti CML bunék; B, nizka intracelularni
hladina IM vede k inhibici bun&tné smrti CML buné&k (upraveno dle: Thomas
et al., 2004).

3.6.2 Sekundarni rezistence
PFi sekundarni rezistenci rozvijejici se po pfedchozi pfiznivé 1éEebné odpovédi,
hraji vyznamnou roli mutace a amplifikace genu BCR-ABL1, mechanismy zavislé
na pridatnych cytogenetickych abnormalitach leukemického klonu nebo na BCR-ABL1
nezavislé aktivaci signalnich drah napf. Src kinasy (Diamond & Melo, 2011).

Bodové mutace BCR-ABL genu

Bodové mutace na Abl kinasové doméné (KD) tyrosinkinasy jsou nej¢astéjSim
a nejvyznamnéjSim mechanismem vzniku rezistence. Pfedpoklada se, Ze zapficinuji
az 90 % pripadu sekundarni rezistence a 10 az 40 % pfipadd primarni rezistence.
Projevuji se zaménou jedné aminokyseliny za jinou, coz zpusobuje zamezeni vstupu
IM do ATP vazebného mista. Zaroven je vSak zachovana afinita tyrosinkinasy k ATP

i enzymova aktivita. K bodovym mutacim dochazi jak na ATP vazebné doménég, coz
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pfimo brani vazbé IM, tak i mimo tuto doménu - na aktivani smycce Ci katalytické
doméné. Mutace mimo ATP vazebnou doménu zpusobuje zménu konformace celého
proteinu a nasledné blokaci vazby IM (Faber, 2010; Diamond & Melo, 2011). Celkem je
znamo vice nez 70 typa mutaci. Nejvétsi klinicky vyznam pfi [éCbé IM a nejvySsi vyskyt
ma vsak asi 20 z nich (Ernst et al., 2008).

Prvni bodova mutace popsana v roce 2001 u pacientl rezistentnich na IM byva
oznacovana jako T351I (nebo také Thr315/lle; Obr. 13). Spociva totiz v zaméné polarni
aminokyseliny threoninu na pozici 315 Abl domény, ktery interaguje vodikovym must-
kem s aminoskupinou inhibitoru, za nepolarni a objemnéjsi isoleucin, jenz na misto
hydroxylu obsahuje methylovou skupinu a vodikovy mustek tedy s inhibitorem netvofi
(Gorre et al., 2001).

DalSi aminokyselina, ktera tvofi vazbu s IM, je fenylalanin. Na Abl doméné
v pozici 317 dochazi k jeho zaméné za leucin a proto také tato bodova mutace zvana
F317L (Phe317/Leu) zpusobuje resistenci (Gorre et al., 2001).

N\

Obr. 13: Bodova mutace T315I (Gorre et al., 2001).

3.6.3 Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS, reactive oxygen spices) jsou malé, pfechodné
a vysoce reaktivni molekuly (radikaly) obsahujici kyslik a jeden neparovy elektron.
Nejvyznamnéjsi ROS je superoxidovy anion-radikal (<O;). V burice je *O, vytvaren
riznymi mechanismy (mitochondrialnim dychacim fetézcem nebo NADPH oxidasou),
pfi nichZ dochazi k neuplné jednoelektronové redukci kysliku. Toxicita *O, je zaloZena

pfedevSim na tvorbé dalSich ROS, které jsou pak schopné napadnout DNA. Dismutace
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*O, enzymem superoxiddismutasou (SOD) ma za nasledek produkci peroxidu vodiku
(H,0,), ktery mlze snadno proniknout membranou do buriky. V pfitomnost Fe** nebo
Cu’ dochazi k preméné H,0, na hydroxylovy radikal (*OH), ktery zpUsobuje nejsilngjsi
poskozeni DNA (Obr. 14). BCR-ABL transformované bunky obsahuji 2x-6x vice ROS
(H,0, a *OH) nez bunky normaini (CML-BP > CML-CP > normalni) (Koptyra et al.,
2006; Nowicki et al., 2004; Skorski, 2011).

poskozeni DNA

Fe** Fe*
& e A2 — X000

Obr. 14: Generace ROS (upraveno dle: Skorski, 2011).

Oxidativni poSkozeni DNA indukuje bodové mutace v BCR—ABL tyrosinkinase
zpusobuijici rezistenci k TKI a produkci chromosomové aberace pfispivajici k vyvoji
CML-BP. Toto poSkozeni pozitivné ovliviiuji antioxidanty, které slouzi k redukci ROS
a predchazeji tak genomové nestabilité. Dale také omezuji hromadéni rezistentnich

klonl vici TKI nesouci bodové mutace v BCR-ABL1 kinase (Koptyra et al., 2006).

3.7 Pacienti a davkovani IM

Jako inicialni davka se ve vétsiné indikaci, tedy i v chronické fazi CML, pouziva
davka 400 mg IM denné. Pfi neoptimalni odpovédi, v nékterych pfipadech rezistence
nebo u nemocnych v pokrocilych fazich nemoci se davka zvySuje na 600 az 800 mg IM
denné. V dosavadnich studiich nebyla zjiSttna maximalni tolerovana davka IM, ale
udava se, ze davky nad 1000 mg IM denné nevedou ke zvySeni ucinnosti, spiSe zvysu-
ji toxicitu lécby. V zavislosti na kompletni hematologické odpovédi byla stanovena

et al., 2004).
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4 Metabolomika

4.1 Uvod a historie

Metabolomika je rozvijejici se védni obor, ktery se zabyva studiem nizkomole-
kularnich latek (metabolitd) a jejich specifickych zmén v burnikach, tkanich ¢i organech
(Han et al., 2008).

Metabolické zmény v lidském organismu vétSinou souvisi s onemocnénim nebo
byvaji odpovédi na aktualni IéCbu. Artur Robinson a Linus Pauling provedli v roce 1971
kvantitativni analyzu moci a dechu plynovou chromatografii (GC, gas chromatography),
¢imz poukazali na vztah mezi funkcemi biologického systému a metabolity obsazenymi
v télnich tekutinach (Pauling et al., 1971). Ve stejném roce Horning a Horning poprvé
pouzili termin metabolické profilovani k popisu vysledk( analyzy vzorku moci novo-
rozence a dospélého jedince pomoci GC, pfi niz vyuzily metodu slouzici k identifikaci
skupiny metabolita (pf. steroidd €i organickych kyselin) v pribéhu jedné analyzy (Hor-
ning & Horning, 1971). O 4 roky pozdé&ji se Henri Dirren zaméfil na profilovani amino-
kyselin v moCi pro naslednou statistickou analyzu detekujici profilové rozdily mezi
pohlavimi (Dirren et al., 1975). Az po témérf 30. letech byl tento novy pfistup pro kvanti-
tativni metabolické profilovani velkého pocétu metabolitl v télnich tekutinach oznacen
Nicholsonem jako tzv. metabonomika (Nicholson et al., 1999), pozdé&ji jinymi védci
jako metabolomika.

4.2 Aplikace

Zijici buriky predstavuiji integrovanou sit gend, transkriptd, proteinG, malych
signalnich molekul a metabolitt, které se vzajemné ovliviuji a zaroven definu;ji jejich
fenotyp a funkce. Rozvoj metabolomiky a také fluxomiky (metabolicka analyza toku)
roz§ifil tzv. kaskadu "omik" (Obr. 15), v niz tyto védy doplnuji genomiku, transkriptomi-
ku a proteomiku pravé pfi stanoveni fenotypu zivého organismu. Rozvoj metabolomiky
s sebou neustale pfinasi nové technologie do klinické praxe pro zlepSeni diagnostiky
jednotlivych onemocnéni a predikce rizika onemocnéni s naslednou terapii odpovidaji-
cim léCivem pro kazdy jedine€ny metabolomicky profil. Obecné tyto védy nasly své
uplatnéni v systémové biologii, fyziologii, mediciné ¢&i farmakologii (Nielsen & Oliver,
2005; Nemutlu et al., 2012).
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Obr. 15: Od genomu k metabolomu (upraveno dle: Nemutlu et al., 2012).

4.3 Metabolity

Metabolity jsou kone¢né produkty komplexnich procest probihajicich v burice,
tkanich ¢€i organismu. Metabolom muze byt definovan jako komplexni soubor vSech
metabolitd (<1500 Da) identifikovanych ve specifické burice, organu &i organismu
v daném case. Lidsky metabolom sestava z pfiblizné 3000 endogennich metabolitu
a zahrnuje rdznorodé skupiny chemickych slou€enin jako jsou aminokyseliny, cukry,
lipidy, peptidy, nukleotidy, alkoholy, organické kyseliny a dalSi. Tyto metabolity jsou
v jednotlivych tkanich a télnich tekutinach zastoupeny v riznych koncentracich. Meta-
bolické zmény identifikované v lidském metabolismu mohou poskytovat detailng;jsi
nahled do prubé&hu jednotlivych onemocnéni (Wishart et al., 2007).

Pro stanoveni hladin metabolitl ve vzorcich jsou v metabolomice bézné pouzi-
vané dva analytické pfistupy - cilena a necilena analyza. Pouzivan&jSim je tzv. cilena
analyza, ktera slouzi pro stanoveni jiz znamych metabolitd v biologickych vzorcich.
K tomu je tfeba znat struktury hledanych metabolitt a vyvinout pfesnou a citlivou analy-

tickou metodu, ktera je pro kazdou latku specificka (Shulaev, 2006).
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Cilena analyza pro stanoveni hladin metabolitl byla pouzita i v experimentalni

Casti této diplomové prace.

4.4 Metabolomicka studie

Metabolomicka studie, jejiz prabéh je znazornén na Obr. 16, mize byt prove-
dena in vitro nebo in vivo s vyuzitim bunéénych kultur, télnich tekutin ¢i tkani. Vzhle-
dem k relativni jednoduchosti zpracovani vzorklli se v metabolomice jako biologicky
material nejCastgji vyuzivaji téIni tekutiny a to pfedevsim krev, plasma a mo¢, ale také

sérum, mozkomisni mok, sliny, prostatické sekrety Ci fekalni voda (Caudle et al., 2010).

[ analyza vzorku ]

7 Ll J N\

FR

METABOLOMICKA
zpracovani STUDIE
vzorku statisticke
zpracovani dat
t\ w M

biologicky [ identifikace markeru
vzorek

Obr. 16: Prubéh metabolomické studie (upraveno dle: Caudle et al., 2010).

Pro analyzu metabolomu jsou nejprve shromazdény biologické vzorky od paci-
entd a zdravych jedincl, které slouzi jako vzorky kontrolni. Pfi zpracovani vzorkl je

tfeba dodrzovat jednotné postupy (napf. pouziti stejného antikoagulaéniho Cinidla pro

36



izolaci plasmy z plné krve, jednotného postupu deproteinace nebo derivatizace
v pfipadé GC) a zabranit tak moznym rozdilim. Ziskané vzorky by mély byt v co nej-
krat8i dobé od odebrani zpracovany a pfed analyzou zamraZeny pfi - 20 nebo lépe pfi -
80 °C. Pro dlouhodobé skladovani je vhodné zamrazeni vzorkl v tekutém dusiku
(Caudle et al., 2010).

Vybér vzorku se odviji od zvolené metabolomické studie, analytické metody
a v neposledni fadé od populace pacientl. Kvlli rozmanitosti metabolitd ve vzorcich
vS8ak neexistuje jednotna analyticka metoda, ktera by byla schopna analyzovat vdechny
latky v biologickych tekutinach a tkanich (pf. lipidy X polarni latky) béhem jedné analy-
zy a proto se v laboratorni praxi pouziva kombinaci odliSnych analytickych metod
(Caudle et al., 2010).

Po analyze je velmi dulezitym krokem statistické zpracovani dat, které nam mu-
Ze mimo jiné napomoci k identifikaci biomarkertd studovanych nemoci (Caudle et al.,
2010).

4.5 Analytické metody

K nejpopularnéjSim analytickym metodam pouzivanym v metabolomice patfi
nuklearni magneticka rezonance (NMR) a hmotnostni spektrometrie (MS, mass
spectrometry). NMR ma ve srovnani s MS nizSi citlivost, ale jeji vyhodou je vysoka
reprodukovatelnost a zarovern nedochazi k destrukci vzorkd. MS je oproti tomu efektiv-
ni technika pro komplexni profilovani metabolomu v télnich tekutinach ¢&i bufikach a jeji
velky vyznam pro metabolomiku tkvi pfedevsim v jeji rychlosti, citlivosti a také moznosti
spojeni s chromatografickymi technikami. Nej¢astéji pouzivané chromatografické tech-
niky pro spojeni s MS jsou kapalinova chromatografie (LC, liquid chromatography)
¢i GC a z novéjSich metod napf. kapilarni elektroforéza. LC-MS metody jsou zavislé
na chromatografickych podminkach, napf. na pouZité chromatografické koloné -
s reverzni fazi, normaini fazi &i kolona s hydrofobnimi interakcemi, elu¢nim gradientu,
mobilni fazi nebo vhodné zvoleném pH mobilni faze, jehoz zména vyrazné ovliviiuje
retencni Casy (Ret t, retention time) jednotlivych metabolitd. U vSech analytickych
metod se také vyuZzivaji vnitfni standardy pro monitorovani zmén v analytickém systeé-
mu a ke kvantifikaci jednotlivych metabolitd (Want et al., 2007; Wikoff et al., 2008;
Caudle et al., 2010).

V experimentalni ¢asti této diplomové prace byla provedena analyza metabolitl
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni

spektrometrii (HPLC-MS/MS, high-performance liquid chromatography-tandem mass
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spectrometry). Stejna metoda byla pouzita a popsana v mé bakalafské praci, proto

nebude v této praci vice popisovana (Fikarova, 2011).

4.5.1 Kontrola kvality
Analyza komplexnich biologickych vzorkd pomoci HPLC-MS/MS skyta

s ohledem na ziskani spolehlivych dat fadu problém. Stabilita analytického systému je
nezbytna k zajisténi opakovatelnosti metabolickych analyz. Z divodu sledovani této
stability je v prub&hu analyz zapotfebi kontrolovat pfipadné zmeény - retenéni Cas,
intenzitu signalu a pfesnou hmotu (pomér m/z) — a zahrnout je do nasledného zpraco-
vani. Za ucelem prokazani, zda-li LC-MS systém poskytuje uzite€na a spolehliva data,
se vyuziva tzv. vzorku kontroly kvality (QC, quality control). Obvykle se QC vzorek
pfipravuje smichanim malych alikvéta (5 -10 ul) z kazdého vzorku dané studie. Na-
sledné se QC vzorky davkuji v pravidelnych intervalech (kazdych pét az deset vzork()
po celou dobu analyzy a to za ucelem poskytovani dat, z nichz Ize posoudit opakova-

telnost pouzité metody (Want et al., 2010).

4.6 Metabolomické databaze

Pro metabolomiku je velmi dulezita dostupnost a kvalita elektronickych databa-
zi. Protoze metabolomika kombinuje molekularni biologii s chemii a fyziologii, je tfeba
Siroka Skala elektronickych zdroji. V sou€asné dobé existuje mnoho typl databazi
vyuzivanych v metabolomickém vyzkumu. Mezi nejvyhledavanéjSi zdroje patfi napf.
KEGG - ,Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes®, coz je komplexni databaze
obsahujici informace o mikrobialnim, rostlinném i zivo€isném metabolomu (metabolické
drahy, reakce, enzymy) nebo databaze HMDB - ,Human Metabolome Database®,
ktera obsahuje chemickd, klinicka a molekularné biologicka data o jednotlivych meta-
bolitech. Tuto databazi vyuZivaji pfi feSeni problematiky analyzy metabolomu védci
z fad biochemiku, klinickych chemikd, 1ékaft nebo genetikd. Od svého prvniho vydani
byly informace z této databaze pouzity k usnadnéni vyzkumu velkého poctu studii
v metabolomice, klinické biochemii a systematické biologii (Kanehisa & Goto, 2000;
Wishart et al., 2007; Wojtowicz et al., 2013).

4.7 Statisticka analyza vicerozmérnych dat

Vicerozmérna data jsou takova data, u nichz zdrojova matice (matice vychozich
dat) obsahuje proménné v m sloupcich a objekty v n Fadcich, na kterych jsou tyto

proménné (vlastnosti) méfeny. Mnohdy vSak maji méfené proménné ruzné jednotky
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nebo se lidi fadové, proto byva zdrojova matice pfed zpracovanim upravovana skalo-
vanim. Jedna se bud o (a) centrovani, kdy se od prvkl sloupce odecte jejich sloupcovy
aritmeticky priimér, nebo (b) standardizaci Cili normovani, kdy se prvky centrovanych
sloupcu jesté vydéli svou sloupcovou smérodatnou odchylkou. Postup analyzy vice-
rozmérnych dat zalezi na typu dat a na druhu pozadované informace, jenz se ma
z danych dat ziskat (Meloun & Militky, 2002).

K transformaci dat se ¢asto uziva logaritmus. Na nase data vSak bylo pohlizeno
jako na tzv. kompozi¢ni data. Tyto datové soubory jsou €asto charakterizovany vice-
rozmérnymi pozorovanimi s kvantitativné vyjadfenymi relativnimi pfispévky casti
na celku. Jedina relevantni informace v datech je obsazena v podilech mezi jejich
slozkami. Zajimaly nas tedy podily hodnot, nikoliv jejich absolutni hodnoty. Skala t&ch-
to dat je relativni.

V metabolomice jsou nejvyuzivangjsi multidimenzionalni statistické postupy, je-
jichz hlavnimi ukoly jsou systematizace dat, nalezeni vySSich struktur, trendu

a souvislosti (Wojtowicz et al., 2013).

4.7.1 Analyza hlavnich komponent

Cilem analyzy hlavnich komponent (PCA, principal component analysis) je
transformace dat z pavodnich proménnych do mensiho poctu latentnich proménnych.
Latentni proménné jsou u PCA nazvany hlavnimi komponentami a jsou to linearni
kombinace puvodnich proménnych. Hlavni komponenty jsou sestrojovany tak, aby
vyjadfovaly co nejvice informace o pavodnim datovém souboru. Soucet rozptyll vSech
hlavnich komponent je roven souctu rozptyld vstupujicich plvodnich proménnych,
proto mizeme z podilu rozptyld jednotlivych hlavnich komponent usuzovat na &ast
proménlivosti vysvétlenou dotyénou hlavni komponentou. Jestlize souéet prvnich (nej-
vysSich) A podill proménlivosti je dostate¢né blizky jedné, resp. 100 % (obvykle vSak
staci 80 % - 90 %), postacdi brat v ivahu pravé téchto prvnich A hlavnich komponent
pro “dostatecné” vysvétleni variability pavodnich proménnych. Trojrozmérnou formou
PCA je tzv. PAFARAC (parallel factor analysis) (Meloun & Militky, 2002).

4.7.2 Diskriminac¢ni analyza
Diskriminacni analyza (DA, discriminant analysis) patfi mezi metody zkoumani
zavislosti mezi skupinou p nezavisle proménnych (sloupcl zdrojové matice) nazyva-
nych diskriminatory a jednou kvalitativni zavisle proménnou. Umozriuje zafazeni objek-

tu do jedné z jiz existujicich tfid. Ve vstupnich datech jsou svymi hodnotami diskrimina-
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torG u vSech objektl dany zafazené objekty do primarnich trid a také jsou dany neza-
fazené objekty, pro které budeme hledat zafazeni do tfidy. Objekt zafadime do tfidy
na zakladé jeho nejvétsi miry podobnosti. Pfi DA se snazime vycislit hodnotu diskrimi-

nacni funkce, ktera nam usnadni zafazeni do primarni tfidy (Meloun & Militky, 2002).

Dvojny graf (Biplot) vychazi z PCA i DA a je pfehlednym spojenim grafu kom-
ponentnich vah a rozptylového diagramu komponentniho skére. Biplot znazorfiuje
interakci objektd a proménnych. Uhel mezi vektory dvou proménnych je nepfimo
umérny velikosti korelace mezi témito prom&nnymi. Cim mensi je Uhel, tim vétsi je
korelace. Kazdy vektor ma své soufadnice na prvni a na druhé hlavni komponenté.
Délka této souradnice je umérna prispévku pavodni proménné do hlavni komponenty,
Cili je umérna komponentni vaze. Kdyz se ve dvojném grafu nachazi objekt v blizkosti
ur¢ité proménné, znamena to, ze tento objekt “obsahuje” hodné pravé této proménné
a je s ni v interakci (Meloun & Militky, 2002).

4.7.3 Shlukova analyza

Shlukova analyza (CLU, cluster analysis) patfi mezi metody zabyvajici se vySet-
fovanim podobnosti vicerozmérnych objektd a jejich klasifikaci do tfid €ili shluk{. Vyu-
ziva se zejména tam, kde objekty projevuji pfirozenou tendenci se seskupovat. Podle
zpusobu shlukovani se postupy déli na hierarchické a nehierarchické (Meloun & Milit-
ky, 2002).

Hierarchické postupy jsou zaloZeny na postupném spojovani objektl a jejich
shlukd do dalSich vétSich shlukd. U téchto postupl se nejdfive vypocte zakladni matice
vzdalenosti mezi objekty. Diagramem shlukové analyzy je tzv. dendrogram neboli
vyvojovy strom zobrazujici hodnoty ve dvojrozmérném prostoru, kde osy tvofi zadané
proménné (Meloun & Militky, 2002).

Jednou z metod metriky, ktera byla vyuZzita i v této diplomové praci, je tzv. War-
dova metoda, ktera je zalozena na minimalizaci ztraty informace pfi spojeni dvou tfid
(Meloun & Militky, 2002).

S CLU uzce souvisi i tzv. teplotni mapa (heat-map), ktera je formou vicerozmé-
rového shlukovani. Jedna se o klastrovana data pro mnoho vzorkd a/nebo analytd.
Kvantitativni stranka datového souboru je v tomto pfipadé vyjadfena pomoci barevné
Skaly, nejcastéji dvoubarevné, vyjadfujici zvySeni a snizeni hodnot. Toto usporadani

umoziuje jednodu$e vizualizovat i rozsahlé datové soubory (Moon et al., 2009).
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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, fetal bovine serum) u firmy PANBiotech (Némecko) a imatinib
u firmy Novartis (Curych, Svycarsko). Chloroform (99,9 %), histopaque, smés antibio-
tik (ATB) penicil a streptomycin (PEN/STREP), médiu DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium) byly zakoupeny u firmy Sigma Aldrich (St. Louis, USA). PBS (phospha-
te buffered saline) a lyzaéni roztok byly zakoupeny ve sterilni Iékarné FN Olomouc. Pro
pfipravu vSech roztokl byla pouzita LC-MS voda, ktera byla také zakoupena u firmy
Sigma Aldrich (St. Louis, USA).

Slozeni roztoku:

Lyzaéni roztok 10x (41,45 g NH,CI; 3,95 g NH4;NO3, 50 ml 0,1 M EDTA pH = 8,0)
PBS 10x (80 g NaCl, 2 g KCl, 36,4 g Na,HPO,4.12H,0; 2,4 g KH,PO,)

Médium DMEM (s ATB PEN/STREP a 2 % FBS)

5.2 Pristrojové vybaveni a software

Studované latky byly analyzovany pomoci vysokoucinné kapalinové chromato-
grafie Dionex Ultimate 3000 RS (Sunnyvale, CA, USA) ve spojeni s tandemovym
hmotnostnim spektrometrem QTRAP 5500 (AB Sciex, Foster City, CA, USA). Jako
ovladaci software pro HPLC-MS/MS systém byl pouZzit Analyst 6.1 (AB Sciex, Fra-
mingham, Massachusetts, USA). Metabolity byly identifikovany v softwaru Mul-
tiQuant™ 2.1.1 (AB Sciex, Framingham, Massachusetts, USA).

Dale byly pouzity vortex (IKA Works, USA), centrifuga (Micro 120, Hettich, Né&-
mecko), pH metr (Cyberscan ph 510, Thermo scientific, Waltham, MA, USA), lyofiliza-
tor (FreeZone, Labconco, USA), ultrazvukova lazen (Kraintek K12, Slovensko), ter-

mostatovana michacka (PST-60 HL plus, Biosan, LotySsko).

5.3 Biologicky material

K analyze byly pouzity leukocyty izolované z piné krve nové diagnostikovanych

pacientd s CML a zdravych jedinct (kontrolni vzorky), ktera byla ziskana z Hemato-
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onkologického oddéleni, FN Olomouc na zakladé informovaného souhlasu schvalené-

ho etickou komisi FN Olomouc.

5.3.1 Izolace leukocytt

PIna krev (2 x 9 ml) byla odebrana do zkumavek s antikoagulaénim Cinidlem
KsEDTA (tri-draselna sl kyseliny ethylendiamintetraoctové), které vyvazuje vapenaté
ionty a blokuje tak koagulac¢ni kaskadu. Krev byla nafedéna 25 ml kultivaniho média
DMEM na vyslednych 34 ml. Takto nafedéna krev byla opatrné po sténé navrstvena
pomoci Pasteurovych pipet na roztok histopaque (cca 4 ml krve na 3,5 ml histopaque;
Obr. 17A) a navrstvené zkumavky byly nasledné centrifugovany (20 min, 1200 rcf)
pfi laboratorni teploté (RT, room temperature) za tvorby hustotniho gradientu (Obr.
17B). Po centrifugaci na dno zkumavky Kklesly erytrocyty, na rozhrani plasmy
a histopague se vytvoril prstenec leukocytl, ktery byl odebran do zkumavky. Burky
byly doplnény na 12-13 ml médiem DMEM a centrifugovany (7 min, 1200 rcf) pfi RT.
Pro zbaveni se zbytkového mnozZstvi erytrocytd byla provedena jejich lyza - 10 ml
lyza¢niho roztoku 1x (10 nafedény zasobni roztok) bylo ponechano pusobit 5 min
v inkubatoru a centrifugovano (8 min, 1300 rpm) pfi RT (Obr. 17C, D). Po odliti lyza¢-
niho roztoku byly bunky 2x promyty 10 ml PBS a poté centrifugovany (6 min, 1300
rpom) pfi RT. Leukocyty byly rozsuspendovany v médiu DMEM a nasledné byly inkubo-

vany s vybranym kancerostatikem IM.

A B G D
[ L L
centrifugace lyza

krev - > plasma > : > lyzatni
1200 rcf roztok
20 min leukocyty meédium
25°C

histopague histopaque

v erytrocyty v leukocyty + erytrocyty \/ leukocyty

Obr. 17: Prabéh izolace leukocyta.

5.3.2 Pocitani leukocytt

Po 1. promyti PBS bylo z 10 ml suspenze leukocytl odebran alikvét a smichan
s trypanovou modfi (1:1). Smés byla dostateCné promichana ve S$piCce pipety

a pfenesena na Biirkerovu komUrku. Zivé buriky byly po&itany pod mikroskopem v 16
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Ctvercich komarky. Zjistény pocet leukocytu v krvi pacientd s CML byl 10-100x vySsi

nez v pripadé zdravych jedinca.

5.3.3 Inkubace a extrakce leukocytt

Bunécéna suspenze (10 ml) byla rozdélena na 3 stejné podily (cca po 3,3 ml)
na 6 jamkovou kultivacni desticku a kazdy z nich byl inkubovan pfi 37°C s riznou
koncentraci IM — 0, 2 a 10 pmol/l v médiu.

Pfed inkubaci a v €asech 1, 2, 5 a 10 hodin bylo z kazdého podilu odebrano 0,5
ml vzorku. Odebrané alikvéty byly centrifugovany (5 min, 1500 rpm) pfi 4°C. Po odliti
supernatantu byly bufky 2x promyty 2 ml ledového PBS a opét centrifugovany (5 min,
1500 rpm) pfi 4°C. U alikvoth odebranych pred inkubaci v ¢ase 0 hodin byl po centrifu-
gaci uchovan supernatant média, 1. PBS a 2. PBS pro pfipadné odecteni metabolit
od konecného bunécného extraktu.

Extrakce bunék byla provedena pomoci chloroformu, methanolu a vody
(1:1:0,8). Nejprve byly bunky deproteinovany smési chloroform a methanol (1:1). Smés
byla vortexovana (30 s) a sonifikovana (1 min). Poté byla pfidana voda a smés byla
opét vortexovana (1 min) a sonifikovana (2 min). Centrifugaci (5 min, 1400 rpm) doslo
k oddéleni fazi, na jejichz rozhrani se vytvofil celistvy prstenec tvoifeny bunéénymi
zbytky membran, organel, jader a také proteiny. Horni faze (voda + methanol) byla

odebrana a zlyofilizovana. Poté byly vzorky zamrazeny na -20°C.
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6 Metody

Pro analyzu studovanych metabolitd pomoci HLPC- MS/MS byla modifikovana
jiz dfive publikovana metoda (Bajad & Shualev, 2011). Optimalizovano bylo slozeni
a pH mobilnich fazi, teplota kolony a mnozstvi nastfikovaného vzorku (neni soucasti

této diplomové prace).

6.1 HPLC-MS/MS

Chromatograficka separace probihala na koloné Luna s aminopropylovou staci-
onarni fazi (NH,) o délce 150 mm, prdméru 2 mm a velikosti ¢astic 3 ym. Jako mobilni
faze A byl pouZzit 20 mmo/l octan amonny (pH 9,45) a jako mobilni faze B AcCN.

Pro HPLC systém byla aplikovana gradientova eluce, jejiz priibéh je znazornén
na Obr. 18. Podil mobilnich fazi na zacatku analyzy byl 95 % B a 5 % A. Tento podil
linearné klesal po dobu 15 min na hodnotu 30 % B a v dalSich 2 min klesl az na hodno-
tu 5 % B, ktera byla do 32. min analyzy konstantni. Poté béhem 0,1 min doSlo k navra-
ceni systému K inicialnim podminkam (95 % B). Na koloné termostatované na 25°C
byla nastavena pritokova rychlost 0,3 ml/min a mnozstvi nastfikovaného vzorku bylo
upraveno podle poctu bunék v jednotlivych vzorcich (Tab. 3). Chromatograficka kolona
byla pfed kazdou dalSi analyzou ekvilibrovana 5 min pfi inicialnich podminkach. Celko-

va doba analyzy byla 37 min.

100 1

50 A

Podil fazi [%]

T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 37
Cas [min]

Obr. 18: Prubéh gradientové eluce.
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Tab. 3: PocCet bunék a nastfik pro jednotlivé vzorky

Vzorek Pocet bunék / 100 pl Nastiik [jul]
kontrola 1 1,2 x 10° 10
kontrola 2 1,5 x 10° 10
kontrola 3 1,1 x10° 10
pacient 1 37 x 10° 2
pacient 2 37 x 10° 2
pacient 3 70 x 10° 1

Pouzitd metoda zahrnovala celkem 411 metabolitd z toho 184 v negativnim
a 227 v positivnim modu. Pro detekci pfitomnych metabolitd byl vyuzit MRM princip
s pfepinanim positivniho a negativniho médu. Optimalizované MS/MS podminky jsou
uvedeny v sekci vysledky (viz. Tab. 4-11) pouze pro identifikované metabolity.

Pro zajidténi validity experimentu byly vzorky analyzovany v randomizovaném

poradi.
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7 Vysledky

Byla provedena cilena metabolomickd analyza 3 vzorkG pacientd a 3
kontrolnich vzork( s definovanym pocétem bunék (viz Tab. 3). Z podild bunééné
suspenze o rlzné koncentraci IM (0, 2 a 10 uM) byly odebirany 0,5 ml alikvoty v 5
¢asech (0, 1, 2, 5 a 10 hodin; viz kapitola 5.3.3 Inkubace a extrakce leukocyt().
Pacienti byli znaeni P1-P3 (kontroly K1-K3), druha Cislice za oznadenim pacienta
znamena koncentraci a tfeti Cislice odpovida ¢asu odbéru. Napfiklad P1 2.2 tedy
zZznamena, ze se jedna o vzorek prvniho pacienta o 2 yM koncentraci IM a odbéru
v Case 2 hodiny.

7.1 Analyza biologického materialu

Lyofilizované extrakty vodné a methanolové faze byly pfed analyzou rozpustény
ve 100 pl mobilni faze A:B v poméru 1:1 a poté byly analyzovany za optimalizovanych
podminek. V programu Analyst byl sledovan pribéh jednotlivych analyz a nasledné
byly vyextrahovany chromatogramy jednotlivych metabolitll. Jako pfiklad je uveden
chromatogram vybranych aminokyselin (Obr. 19), karnitinu a jeho acylovanych derivatt
(Obr. 20).

methionin .
betain glutamat
1.0e6 A
9.0e5
8.065 1 threonin/homoserin
7.0e5 A
2 6005 1 tyrosin
L
- ]
£ 5.0e5 ]
S 1 homocystein
€ 4.0e5 1
3.0e5 hippurat
2.0e5 1 .
] serin lysin
1:0¢5 1 J nisidin| %
0.0 = - v v - e - r : : v : : e : v : , :
5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0
Cas [min]

Obr. 19: Chromatogram vybranych aminokyselinv extraktu pacienta P1 2.2. v positiv-

nim maddu; zobrazena 5-15 minuta analyzy.
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Obr. 20: Chromatogram karnitinu a jeho acylovanych derivata v extraktu pacienta

P1 2.2. v positivnim modu; zobrazena 4-11 minuta analyzy.

V extraktech leukocytl bylo pomoci softwaru MultiQuant identifikovano 87 stu-
dovanych metabolitd ze skupin aminokyselin (Tab. 4), karnitinu a acylovanych karnitind
(Tab. 5), karbohydratl (Tab. 6), nukleotidU a jejich derivati (Tab. 7), purin a pirimidinQ
(Tab. 8), organickych kyselin (Tab. 9), peptidi (Tab. 10) a dalSich metabolita (Tab. 11).
Mezi identifikovanymi metabolity jsou vSak i latky, které se nam nepodafilo odlisit.
Jedna se o latky, jejichz MRM pfechody i reten¢ni €asy jsou shodné (v tabulkach roz-
déleny lomitkem ,,/%). Také se jedna o latky, které sice odliSime na zakladé jejich re-
tenCnich Casu, ale kvuli stejné fragmentaci nemizeme s jistotou fict, o ktery z danych
metabolitd se jedna, napf. v pfipadé prkryvajicich se pikld (v tabulkach rozdéleny
stfednikem ,,;). V tabulkach nize jsou uvedeny MRM pfechody, retencni ¢asy (Ret t)
amody, ve kterych byly metabolity identifikovany. Deklasteraéni potencial, kolizni
energie, vstupni potencial a vystupni potencial kolizni cely pro tyto metabolity jsou blize
specifikovany v pfiloze 1A a 1B. V tabulkach uvedené metabolity byly dale statisticky
zpracovany. Na zakladé QC bylo ze statistické analyzy vyfazeno 6 metabolitu, které
mély variacni koeficient (CV, coefficient of variation) nad 30 % (v tabulkach oznaceny
Cervené). Vyfazeny byly také metabolity identifikované pouze u pacientt nebo kontrol
(napf. antranilat) a také metabolity s intenzitou pfesahujici kapacitu detektoru (napf.
acylované karnitiny C2 a C3, cholin, aminokyseliny valin, tryptofan, prolin, glutamin,

fenylalanin).
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Tab. 4: Optimalizované parametry identifikovanych aminokyselin

Metabolit méd Q1 Q3 Ret t [min]
betain + 118,0 58,1 7,0
kynurenin + 208,9 93,9 7.9
homocystein + 135,9 91,0 8,0
N,N-dimethylglycin/2-aminoisobutyrat + 103,9 58,0 8,0
methionin + 149,9 104,0 8,2
cysteat + 169,9 105,8 8,3
5-aminolevulinat; kreatin + 131,9 89,9 8,3
hippurat + 179,8 104,9 8,9
alanin/sarkosin; beta-alanin + 89,9 441 8,9
4-guanidinobutanoat + 145,9 86,9 9,0
3-methylhistidin; N-methylhistidin + 169,9 123,9 9,1
tyrosin + 181,9 136,0 9,1
taurin - 123,8 79,9 9,1
N-acetyl-L-alanin - 130,0 88,1 91
threonin/homoserin + 119,9 73,9 94
citrulin - 174,0 131,2 9,4
serin + 105,8 60,0 9,8
histidin + 155,9 110,0 10,0
lysin + 146,9 84,0 11,2
arginin - 173,0 131,21 11,3
glutamat + 147.8 83,9 14,4
N-acetylglutamat* - 187,9 102,0 17,1
3-sulfinoalanin - 150,8 89,0 17,9

* metabolit vyFazeny ze statistické analyzy (CV > 30 %)

Tab 5: Optimalizované parametry identifikovaného karnitinu a acylovanych karnitint

Metabolit mod Q1 Q3 Ret t [min]
Cl4 + 372,3 85,1 5,2
C16 + 400,3 85,1 5,2
C6 + 260,2 85,1 59
C5 + 246,2 85,1 6,1
Cc4 + 232,2 85,1 6,4
karnitin + 161,9 102,9 8,6
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Tab 6: Optimalizované parametry identifikovanych karbohydratu

Metabolit mod Q1 Q3 Ret t [min]
ribitol; arabitol - 150,9 71,0 6,5
N-acetylglukosamin;

N-acetylgalaktosamin; + 221,9 138,1 6,9
N-acetylmannosamin

hexosy - Glu Fru Man Gal - 178,9 88,9 7,1
glukonat - 194,8 129,0 13,4
G-1-P/ Gal-1-P; G-6-P/ F-6-P* - 258,8 78,9 17,6
glycerol-3-fosfat - 170,9 78,9 17,7
G-6-P/ F-6-P; G-1-P/ Gal-1-P - 258,9 96,8 18,7

* metabolit vyfazeny ze statistické analyzy (CV > 30 %)

Tab 7: Optimalizované parametry identifikovanych nukleotidu a jejich derivatd

Metabolit mod Q1 Q3 Ret t [min]
2'.3'- cCMP - 303,8 109,9 13,6
CMP-N-acetylneuraminat + 615,1 323,9 17,2
UDP-N-acetyl-D-glukosamin - 605,7 384,9 17,5
UDP-D-galaktosa/UDP-glukosa - 564,7 3229 17,8
FAD + 785,8 347,9 17,9
AMP + 348,0 135,9 18,4
GMP + 363,8 151,9 19,7
IMP + 349,0 136,9 20,2
UDP - 402,9 158,8 21,2
ADP - 425,8 133,9 21,4
dGDP - 425,8 158,9 22,4
GDP - 441,8 158,8 22,6
UTP* - 482,7 158,7 23,0
ATP; dGTP - 505,7 158,8 24,0
ITP* - 506,7 158,7 28,0

* metabolity vyfazené ze statistické analyzy (CV > 30 %)
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Tab 8: Optimalizované parametry identifikovanych purint a pyrimidin(

Metabolit méd Q1 Q3 Ret t[min]
uracil - 110,9 42,1 3,4
uridin - 2428 110,0 5,8
adenosin + 267,9 118,9 5,9
adenin + 135,9 118,9 6,5
AICAr* + 259,1 110,0 6,7
cytidin + 244.0 111,9 7,0
pseudouridin - 242.8 153,0 7,7
guanosin + 284,0 151,9 8,5
inosin + 268,9 136,9 9,1

* metabolit vyfazeny ze statistické analyzy (CV > 30 %)

Tab 9: Optimalizované parametry identifikovanych organickych kyselin

Metabolit méd Q1 Q3 Ret t[min]
hydrocinnamat - 149,0 105,1 6,8
fenylacetat - 135,0 91,1 7,3
salicylat/4-hydroxybenzoat - 136,9 92,9 7.4
benzoat - 120,9 76,9 8,7
laktat - 88,9 43,0 10,4
oxalat - 88,9 70,9 10,5
pantotenat - 217,9 88,0 10,9
2-oxoadipat - 158,9 58,9 11,7
2-hydroxyglutarat - 146,9 128,9 17,3
malat - 132,9 71,1 17,5
fumarat; kaproat - 114,9 71,0 17,6
citrat/isocitrat - 190,8 110,9 20,7
Tab 10: Optimalizované parametry identifikovanych peptida

Metabolit mod Q1 Q3 Ret t [min]
glutathion + 307,9 178,9 15,9
glutathion disulfid + 612,9 484,0 18,8
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Tab 11: Optimalizované parametry dalSich metabolitt

Metabolit méd Q1 Q3 Ret t [min]
2-aminofenol + 109,9 65,1 2,1
nikotinamid + 122,9 79,9 2,4
N-acetylserotonin + 218,9 159,9 2,5
4-hydroxybenzaldehyd - 120,8 92,0 49
kreatinin + 113,9 86,0 5,2
riboflavin + 376,9 243,0 5,8
pyridoxin + 169,9 133,9 6,7
spermin + 203,9 138,0 6,7
trigonelin + 138,0 92,1 7,6
N-methylhistamin + 125,9 109,0 8,8
ethanolamin fosfat - 139,8 78,9 16,5
fenylacetaldehyd/merkaptopyruvat - 118,9 95,8 17,7
acetyl-CoA* + 809,7 303,0 22,1

* metabolit vyfazeny ze statistické analyzy (CV > 30 %)

7.2 Zpracovani ziskanych dat

Ve vyhodnocovacim programu MultiQuant bylo vyuZito automatické integrace
pikG na zakladé MRM prechodl a Ret t. Nasledné byly piky integrovany manualné.
Plochy piku ziskanych metabolitd v jednotlivych vzorcich byly porovnany mezi sebou.
Z tohoto pozorovani byl zfejmy rozdil v intenzité metabolitd, coz odpovida odliSnému
poctu bunék v pacientskych a kontrolnich vzorcich. Na zakladé poc¢tu bunék byl upra-
ven nastfik vzorku, ale i presto pacientské vzorky pfiblizné 7x vice leukocytu nez vzor-
ky kontrolni (viz Tab. 3).

Pro nazornost je uveden pfiklad zpracovani metabolitu tyrosinu v programu
MultiQuant (Obr. 21). Na ose X jsou zobrazeny vzorky vtomto pofadi: prvnich 23
vzorku odpovida vzorkim QC, které jsou pro lepsi viditelnost pfiblizeny, nasleduji 3
sady kontrolnich a pacientskych vzorkd. Barevné jsou odliSeny jednotlivé kontrolni
a pacientské vzorky. Ctverce znazorfiuji plochy pik(, jejichZ intenzita je uvedena na
ose Y. Jednomu vzorku nalezi 15 &tvercli rozdélenych do 3 sloupcli podle koncentrace
IM -0, 2 a 10 uM. V kazdém sloupci je mozné pozorovat 5 hodnot ¢asu, ve kterych
byly zpracovany jednotlivé alikvoty. Tento pfipad znazornuje rozdil v intenzitach meta-

bolitu tyrosinu v jednotlivych vzorcich. Vy$Si intenzita je pozorovana u pacientd.
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7.2.1 Porovnani kontrol a pacientt

V této studii bylo identifikovano vice metabolitd o vysSi intenzité u pacient(
(Tab. 12). Vyrazny rozdil byl pozorovan napf. u threoninu/homoserinu, ktery byl
S ohledem na pocet bunék maji vétSi vyznam metabolity identifikované o vysSi intenzi-
t¢ u kontrol (Tab. 14). Pro ilustraci je uveden pfiklad metabolitu salycila-
tu/hydroxybenzaldehydu (PFiloha 3). Nékteré metabolity byly u pacientl i kontrol nale-
zeny ve srovnatelné intenzité (Tab. 15). Pro ilustraci je uveden pfiklad metabolitu citra-
tu/isocitatu (Pfiloha 4). Kvuli velmi riznorodému profilu (velkym rozdilGv v intenzirach)
se metabolit betain zcela odliSil od ostatnich metabolitd (Tab. 16). V tabulkach jsou
uvedeny také metabolické drahy, do nichz jsou jednotlivé metabolity zapojeny. Pro

kazdy metabolit byla z databaze KEGG zvolena pouze jedna hlavni metabolicka draha.

Tab 12: Metabolity identifikované o vy$Si intenzité u pacient(

Metabolit Metabolicka draha

Cc14 Lipidovy metabolismus

C16 Lipidovy metabolismus

C4 Lipidovy metabolismus

C5 Lipidovy metabolismus

C6 Lipidovy metabolismus

tyrosin Tyrosinovy metabolismus

serin Glycinovy, serinovy a threoninovy metabolismus
pantotenat beta-Alaninovy metabolismus

methionin Cysteinovy a methioninu metabolismus
histidin Histidinovy metabolismus

glutamat Metabolismus alaninu, aspartatu a glutamatu

alanin/sarkosin; beta-alanin

Metabolismus alaninu, aspartatu a glutamatu
Glycinovy, serinovy a threoninovy metabolismus
Beta-alaninovy metabolismus

oxalat Glyoxylatovy a dikarboxylatovy metabolismus
malat Citratovy cyklus
spermin Metabolismus argininu a cytosinu

homocystein
fumarat; kaproat

N-acetylserotonin

Cysteinovy a methioninovy metabolismus
Mocovinovy cyklus a metabolismus aminoskupin

Tryptofanovy metabolismus
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Metabolit

Metabolicka draha

citrulin
4-guanidinobutanoat
N-methylhistamin
ATP; dGTP

3-methylhistidin; N-methylhistidin

AMP

laktat

N,N-dimethylglycin/
2-aminoisobutyrat

ribitol; arabitol

taurin

glukonat

riboflavin

adenin

adenosin

kreatinin

nikotinamid

ethanolamin fosfat
5-aminolevulinat; kreatin
lysin

arginin

GDP

GMP

IMP

UDP

dGDP

ADP

FAD
UDP-galaktosa/UDP-glukosa
UDP-N-acetyl-D-glukosamin
CMP-N-acetylneuraminat
karnitin

glutathion disulfid

G-6-P/ F-6-P; G-1-P/ Gal-1-P
2'.3'- cCMP

Argininovy a prolinovy metabolismus
Moc&ovinovy cyklus a metabolismus aminoskupin
Histidinovy metabolismus

Purinovy metabolismus

Histidinovy metabolismus

Purinovy metabolismus

Glykolyza/Glukoneogeneze
Degradace valinu, leucinu a isoleucinu

Pentosova a glukuronova interkonverze
Taurinovy a hypotaurinovy metabolismus
Pentosafosfatova draha

Riboflavinovy metabolismus

Purinovy metabolismus

Purinovy metabolismus

Argininovy a prolinovy metabolismus
Nikotinovy a nikotinamidovy metabolismus
Glycerofosfolipidovy metabolismus

Glycinovy, serinovy a threoninovy metabolismus
Biosyntéza lysinu

Argininovy a prolinovy metabolismus

Purinovy metabolismus

Purinovy metabolismus

Purinovy metabolismus

Pyrimidinovy metabolismus

Purinovy metabolismus

Purinovy metabolismus

Riboflavinovy metabolismus

Galaktosovy metabolismus

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism
Lipidovy metabolismus

Glutathionovy metabolismus

Galaktosovy metabolismus

Pyrimidinovy metabolismus
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2-hydroxyglutarat Butanoatovy metabolismus
N-acetylglukosamin;

N-acetylgalaktosamin; Metabolismus sacharidd
N-acetylmannosamin
N-acetyl-L-alanin beta-Alaninovy metabolismus

.....

Metabolit Metabolicka draha

threonin/homoserin Glycinovy, serinovy a threoninovy metabolismus

Tab 14: Metabolity identifikované o vysSi intenzité u kontrol

Metabolit Metabolicka draha
2-oxoadipat Biosyntéza lysinu
hippurat Fenylalaninovy metabolismus

Fenylalaninovy metabolismus
Cysteinovy a methioninovy metabolismus

benzoat Fenylalaninovy metabolismus

Degradace benzolu, bisfenolu A, xylenu
nebo toluenu

hexosy - Glu Fru Man Gal Galaktosovy metabolismus

Fenylalaninovy metabolismus
Biosyntéza ubiquinonu a ostatnich quinona

fenylacetalehyd/merkaptopyruvat

4-hydroxybenzaldehyd

salycilat/4-hydroxybenzoat

uracil Pyrimidinovy metabolismus
glutathion Glutathionovy metabolismus
hydrocinamat Fenylalaninovy metabolismus
fenylacetat Fenylalaninovy metabolismus

Tab. 15: Metabolity o srovnatelné intenzité u pacientl i kontrol

Metabolit Metabolicka draha

cysteat Cysteinovy a methioninovy metabolismus
citrat/isocitrat Citratovy cyklus

glycerol-3-fosfat Glycerofosfolipidovy metabolismus
3-sulfinoalanin Cysteinovy a methioninovy metabolismus
pyridoxin Metabolismus vitaminu B6

kynurenin Tryptofanovy metabolismus

inosin Purinovy metabolismus

guanosin Purinovy metabolismus

pseudouridin Pyrimidinovy metabolismus
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Metabolit Metabolicka draha

uridin Pyrimidinovy metabolismus
2-aminofenol Tryptofanovy metabolismus
cytidin Pyrimidinovy metabolismus
trigonelin Nikotinovy and nikotinamidovy metabolismus

Tab. 16: Metabolit s velmi rGznorodym profilem

Metabolit Metabolicka draha

betain Glycinovy, serinovy a threoninovy metabolismus

Pro grafické znazornéni jednotlivych metabolickych drah byla v databazi KEGG
vytvofena metabolickd mapa (PFiloha 5) zahrnujici vétSinu z identifikovanych metaboli-
tl. Tato mapa umoznuje vizualizaci rozdilG v intenzitach vybranych metabolitd mezi
vzorky. Pfilozena mapa porovnava rozdily ploch piki mezi K3 a P1. Jednotlivé metabo-

lity jsou znazornény kulickami, které jsou barevné rozliSeny podle miry odliSnosti.

Nékteré metabolity, napf. antranilat, byly identifikovany pouze u kotrol (Obr. 22).

KONTROLA 1 KONTROLA 2 KONTROLA 3
1.8e6 A 5
1.7e6 A
1.6e6 A
1.5e6 A
1.4e6 A
1.3e6 A
1.2e6 A
1.1e6 A
1.0e6 A
9.0e5 A
8.0e5
7.0e5 1
6.0e5
5.0e5
4.0e5 A
3.0e5 1
2.0e5 101 2,5\1001 25100 1 2 51/0
1.0e5 A

0.0e0 -

Plocha

ouM 2uM 10puM

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Analyzované vzorky

Obr. 22: Zpracovani metabolitu antranilatu v programu MultiQuant. Znazornény jsou

pouze 3 kontrolni vzorky, které jsou barevné odliSeny.

57



7.2.2 Porovnani pacienti mezi sebou

Kromé rozdili mezi kotrolnimi a pacientskymi vzorky byly pozorovany i rozdily
v ramci skupin kontrol a pacientl. Nejvyznamnéjsi odliSnosti byly identifikovany u P3

oproti P1 a P2, jejichz vysledky byly srovnatelné. Ve vétsiné pfipadu byly metabolity

natelna s intenzitou pika u kontrolnich vzorkd. Vyjimkou byl napf. metabolit pipekolat

(Obr. 23), jehoz intenzita byla u pacienta 3 aZ o fad vy$si nez v pfipadé P1 a P2.

1.8e7 PACIENT 1 PACIENT 2 PACIENT 3 10
1.7e7 A
1.6e7 A OpM
1.5e7 A
1.4e7 A
1.3e7 A
1.2e7 A
1.1e7 A
1.0e7 A
9.0e6
8.0e6 A
7.0e6 A
6.0e6 -
5.0e6 1
4.0e6 1 OpM 2um OpM 2uM
3.0e6 1
2.0e6 A

0 1
1,12 2 Opm 2 01_5 1
1.0e6 0 ' 510 \1 \510 51001251 2 10|0 2510
0.0e0 . =

10

5

Plocha

5 10 15 20 25 30 35 40 45

Analyzované vzorky

Obr. 23: Zpracovani metabolitu pipekolatu v programu MultiQuant. Znazornény jsou

pouze 3 pacientské vzorky, které jsou barevné odliSeny.

7.2.3 Porovnani éast a koncentraci

Rozdily byly pozorovany také v zavistlosti na ¢ase odbéru. U metabolitd byla
v ase pozorovana rostouci i klesajici (Obr. 24) tendence. Oproti tomu v zavislosti
na koncentraci IM nebyl pozorovan vyrazny trend. V pfipadé acylovaného karnitinu C5
(Obr. 25), ktery byl identifikovan pouze u pacientd, byl pozorovan vliv €asu i koncentra-

ce. Vliv ¢asu i koncentrace byl dale posuzovan v ramci statistické analyzy.

58



4.0e6 PACIENT 1 o PACIENT 2 PACIENT 3

356 1 om0 [2um opM

3.0e6 71 0

oM [2um]  [10um]

2.5e6 1

2.0e6 1 1

Plocha

1.5e6 1
1.0e6 1 2

s \
5.0e5 3 / 5

0.0e0

I5 1 0 1 5 2I0 2I5 3IO ?;5 4IO 4I5
Analyzované vzorky
Obr. 24: Zpracovani metabolitu pipekolatu v programu MultiQuant. Znazornény jsou

pouze 3 pacientské vzorky, které jsou barevné odliSeny.

PACIENT 1 PACIENT 2 PACIENT 3
5.5e7 10

5.0e7 1 oM
10

4.5e7 ouM / 2uM
5 10

5

4.0e7 1 v 5
, :
3.5e7 |
2
(]
3.0e7 |
5 e 1/ 5
L)
O 25e7 - 1 ;
2
2.0e7 1 S5

1.5e7 1 1/

1.0e7 1 /

5.0e6 | 0 0 0

0.0e0

5 10 15 20 25

Analyzované vzorky

Obr. 25: Zpracovani acylovaného karnitinu C5 v programu MultiQuant. Znazornény
jsou pouze 3 pacientské vzorky. Znazornén je rostouci trend v ¢ase a mirny

vliv koncentrace.
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7.3 Statistické vyhodnoceni

7.3.1 Interpolace dat

Pfed statistickym vyhodnocenim byla ziskana prvotni data (Obr. 26) nejprve
upravena. Pro odstranéni vlivu systematickych chyb byla data interpolovana a to vyuzi-
tim metody LOESS (Dunn et al., 2011). Pro kazdy metabolit byly QC vzorky prolozeny
tzv. “korekeni” kfivkou (Obr. 27), na jejimz zakladé byly jednotlivé metabolity interpolo-
vany (Obr. 28). Ze statistické analyzy byly nasledné vyfazeny metabolity s CV nad 30%
(viz Tab. 4-11). Ze statistické analyzy byl dale vyfazen vzorek K1 0.10 kvuli jeho odleh-
lym hodnotam ploch pikl oproti ostatnim vzorkim, které mohly byt zplsobeny vnese-
nim nahodné chyby pfi zpracovani vzorku. Kvdli ekvilibraci systému byly ze statistiky
také vyrazeny QC vorky QC1-QC8, u nichz byly pozorovany zmény v intenzitach piku.
Na Obr. 21 je znazornéno Cislovani QC az po vyfazeni prvnich 8 QC vzorku ze statisti-
ky.

Pro nazornost je uveden pfiklad interpolace metabolitu laktatu (Obr. 26 — 28).
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Obr. 26: Zpracovani prvotnich dat (ploch pik) metabolitu laktatu.
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Obr. 27: Prolozeni QC vzorkl “korekéni“ kfivkou u metabolitu laktatu.
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Obr. 28: Interpolace dat na zakladé “korekéni“ kfivky u metabolitu laktatu.
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7.3.2 Analyza hlavnich komponent (PCA)

PCA analyza aplikovana na interpolovana data potvrdila rozdily mezi pacient-
skymi vzorky. Na vysledném grafu (Obr. 29) bylo pozorovano vyrazné odliseni P3 od

ostatnich pacientd P1 a P2. Naopak vSechny 3 kontroly vytvofily jeden shluk.

-3 -2 -1 0 1 2
| | | | | |
® Kontrola 1 PCA
® Kontrola 2 N
® Kontrola 3
— —+® Pacient 1
Pacient 2
® Pacient 3 = -
o — O
Nt .
8 ﬁ K210.5 K20.0
K2 10 s> -
o P310.2
P3 10.0 —
TI b3 oifo
P3REx.10
N 3d» 25
. Fgg%o.s X
P33 91
P310.1
I I I I
-2 -1 PC1 0 1
55.87

Obr. 29: PCA analyza kontrol i pacient. Znazornéno vyrazné odliSeni P3 od ostatnich
pacientd P1 a P2. Soucet hodnot pod osami grafu (55,87 + 12,16) udava

procento vysvétlené variability souboru.
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Pro blizSi pozorovani rozdild mezi pacienty byly z PCA vyfazeny kontrolni vzor-
ky a metoda byla aplikovana pouze na vzorcich pacientskych (Obr. 30). Opét bylo
patrné odliSeni P3 od ostatnich pacientl P1 a P2. Na vysledném grafu je pozorovana

také tvorba shlukl na zakladé ¢asU a to pfedevsim v pfipadé ¢asu 5 a 10 hodin.

-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
| | | | | | |

— PCA P2 2.10 ® Pgcient 1
/ P3 0_1\ ® Pacient 2
Q@ J/ P3 1010 \ P2 1620.10 ® Pacient3 |- @
[ P3210 |
\P310.5 |
o P325 / S
I IELER -
0 _| o)
o =)
N2 o o
O g S 7 =
b L ©
S - P12 Q
p3B%0.2 P1 1©120.2
b3 10,1 P110.1
o B4 P1B42.1 o
- p3 o4 P310.2 P110.0 -
PP4.6.0

P3390 ©

0 | L
o P3 2.0 '

I I I I I I I
1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
PC1
45.08

Obr. 30: PCA analyza pacientu. Znazornéno vyrazné odliSeni P3 od ostatnich pacientu
P1 a P2. V grafu je také mozné pozorovat tvorbu shlukd na zakladé €asu
ato predevSim v pfipadé Casu 5 a 10 hodin (graficky znazornéno ovaly).
Soucet hodnot pod osami grafu (45,08 + 17,69) udava procento vysvétlené

variability souboru.
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Kvdli vyraznému odliSeni P3 a pro detailngjSi pohled na vztahy v ramci skupin
kontrol a P1 a P2 byl z PCA analyzy P3 vyfazen (Obr. 31). Z grafu je patrné, ze K1
a K3 jsou srovnatelné oproti K2, naopak u P1 a P2 je patrné rozdéleni do 2 shluk.
V grafu je také mozné pozorovat oddéleni vzorkl( v €ase 0 hodin od ostatnich vzorku
u K2.
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Obr. 31: PCA analyza kontrol i pacientd, bez P3. Znazornéna tvorba shlukl jednotli-
vych vzorkl. V grafu je také mozné pozorovat oddéleni vzorka v ¢ase 0 hodin
u K2 (graficky znazornéno ovalem). Soucet hodnot pod osami grafu (62,44+

6,56) udava procento vysvétlené variability souboru.
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PCA biplot

Po provedené PCA analyze byl na kontrolni i pacientské vzorky aplikovan bi-
plot. Bez pfedchoziho zafazeni vzork( do skupin (nesupervizovany pfistup) je patrné
jejich rozdéleni do 6 shlukl na zakladé podobnosti (Obr. 32). V grafu je znazornéno 20
nejvice diskriminujicich metabolitt, které jsou pro vétSi prehlednost sefazeny v Tab.
17. Jako nejvice diskriminujici byly identifikovany fenylacetat a hydrocinnamat, je-
jichz vektory sméfuji ke kontrolam. Srovnatelna diskriminace byla pozorovana u threo-
ninu/homoserinu, jehoz vektor ale naopak sméfuje mezi pacienty.

Vyznamnym ukazatel vektor( u biplotu je jejich délka, smér a uhel mezi jednot-
livymi vektory. Jak je uvedeno v kapitole 4.7.2 Diskriminacni analyza, délka vektoru
metabolitti odpovida komponentni vaze. Uhel mezi vektory udava miru korelace - &m

menSi je uhel, tim vétsi je korelace.
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Obr. 32: PCA Biplot zahrnujici pacienty i kontroly. (A) Zobrazeno 20 nejvice diskrimi-
nujicich latek s vektory; (B) Detail 10 vektorl a latek sméfujicich ke kontrolnim

vzorkim.
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Tab. 17: Nejvice diskriminujici latky - biplot PCA (kontroly i pacienti)

Poradi dle diskriminace Metabolit

1. fenylacetat

2. threonin/homoserin

3 hydrocinnamat

4. hexosy - Glu Fru Gal Man
5. 4-hydroxybenzaldehyd

6. benzoat

7. CMP-N-acetylneuraminat
8. glutathion

9. serin

10. salicylat/4-hydroxybenzoat
11. 2-oxoadipat

12. 4-guanidinobutanoat

13. fenylacetaldehyd/merkaptopyruvat
14. alanin/sarkosin; beta-alanin
15. 3-methylhistidin; N-methylhistidin
16. uracil

17. adenin

18. karnitin

19. hippurat

20. 2°,3’- cCMP

67



Biplot byl aplikovan dale pouze na pacientské vzorky a na vzorky kontrol a pa-

cientl po vyrazeni P3. Ze vSech uvedenych biplotl bylo ziskano 20 nejvice diskriminu-

jicich metabolitd, které jsou pro vétsi pfehlednost sefazeny v Tab. 18.

Tab. 18: Nejvice diskriminujici latky - biplot PCA (pacienti)

Poradi Metabolit (vSichni pacienti) Metabolit (K1, K2, K3, jen P1, P2)
1. CMP-N-acetylneuraminat hydrocinnamat

2. 2-aminofenol fenylacetat

3 methionin threonin/ homoserin

4, FAD hexosy - Glu Fru Gal Man

5. adenin 4-hydroxybenzaldehyd

0. 2°,3’-cCMP benzoat

7. UDP-D-galaktosa/UDP-glukosa salicylat/4-hydroxybenzoat

8. serin 4-guanidinobutanoat

9. hippurat glutathion

10. spermin 2-oxoadipat

11. N-acetylglukosamin* 3-methylhistidin; N-methylhistidin
12. pantotenat uracil

13. trigonelin fenylacetaldehyd/merkaptopyruvat
14. histidin 2°,3"- cCMP

15. alanin/sarkosin; beta-alanin karnitin

16. adenosin alanin/sarkosin; beta-alanin

17. UDP-N-acetyl-D-glukosamin serin

18. kreatinin trigonelin

19. ATP; dGTP citrulin

20. Cl4 N-acetylserotonin

* N-acetylglukosamin; N-acetylgalaktosamin; N-acetylmannosamin
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7.3.3 Diakriminacni analyza (DA)

Jak je uvedeno v kapitole 4.7.2 Diskriminac¢ni analyza, DA fadi objekty na za-

kladé vlastnosti do jiz existujicich skupin. Jedna se o tzv. supervizovanou metodu.

Pro DA byly vSechny vzorky postupné rozdéleny na skupiny:
1. kontroly a pacienti
2. kontroly, P1 spole¢né s P2 a zvlast P3
3. kontroly a pacienti bez P3

V ramci pacientl bylo provedeno rozdéleni na 2 skupiny:

4. P1 spolené s P2 a zvlast P3

Po provedené DA byl na vdechny vy3Se uvedené pfipady aplikovan biplot.
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DA biplot — 1. kontroly a pacienti

V grafu je znazornéno 20 nejvice diskriminujicich metabolitd (Obr. 33). Jako
nejvice diskriminujici byly identifikovany arginin a glutathion disulfid, jejichz vektory
sméruji k pacientim. Srovnatelna diskriminace byla pozorovana u uracilu, jehoz vektor

ale naopak sméfuje ke kontrolam.
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Obr. 33: DA biplot pfi rozdéleni vzork( na 2 skupiny (kontroly a pacienti) s vyznacenim

20 nejvice diskriminujicich latek.
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DA biplot — 2. kontroly, P1 spolecné s P2 a zvlast' P3

V grafu je znazornéno 20 nejvice diskriminujicich metabolitd (Obr. 34). Jako
nejvice diskriminujici byl identifikovan taurin, jehoz vektor sméfuje mezi kontroly a P3.
Srovnatelna diskriminace byla pozorovana u glutathionu disulfidu, jehoz vektor smé-
fuje k pacientdm P1 a P2 a u 2-oxoadipatu, jehoz vektor sméfuje mezi kontroly

a skupinu P1 a P2.
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Obr. 34: DA biplot pfi rozdéleni vzorkd na 3 skupiny (kontroly, P1 a P2, P3)

s vyznacenim 20 nejvice diskriminujicich latek.

Ze vSech uvedenych biplotd bylo ziskano 20 nejvice diskriminujicich metabolita,
které jsou pro vétsi prfehlednost sefazeny v Tab. 19 a Tab. 20.
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Tab. 19: Nejvice diskriminujici latky - biplot DA

Poradi Metabolit (kontroly i pacienti) Metabolit (K, P1 a P2, zvlast’ P3)
1. arginin taurin

2. glutathion disulfid glutathion disulfid
3 uracil 2-oxoadipat

4. taurin adenosin

5. homocystein 2-hydroxyglutarat
6. tyrosin arginin

7. betain C5

8. C4 homocystein

9. 5-aminolevulinat; kreatin CMP-N-acetylneuraminat
10. spermin benzoat

11. G-6-P/F-6-P; G-1-P/Gal-1-P nikotinamid

12. histidin spermin

13. cytidin uracil

14. threonin/homoserin C4

15. pyridoxin uridin

16. N-acetylserotonin betain

17. 2-oxoadipat N-acetylserotonin
18. fumarat malat

19. 2-hydroxyglutarat glutamat

20. ADP kreatinin

Tab. 20: Nejvice diskriminujici latky - biplot DA

idi Metabolit (kon, pac bez P3) Metabolit (P1 a P2, zviast P3)
1. glutathion disulfid uracil

2. taurin CMP-N-acetylneuraminat
3 2-oxoadipat benzoat

4. histidin N-methylhistamin

5. C4 pseudouridin

6. AMP riboflavin

7. Ci14 2-hydroxyglutarat

8. lysin fenylacetaldehyd/merkaptopyruvat
9. betain Cl4

10. pseudouridin serin

11. alanine/sarkosin; beta-alanin threonin/homoserin

12. threonin/homoserin glycerol-3-fosfat

13. adenosin 2-aminofenol

14. 5-aminolevulinat; kreatin homocystein

15. ATP; dGTP adenin

16. laktat fenylacetat

17. fenylacetat 5-aminolevulinat; kreatin
18. 2-hydroxyglutarat spermin

19. serin inosin

20. benzoat 4-guanidinobutanoat
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7.2.4 Shlukova analyza (CLU)
PFi CLU byly vyuzity tzv. hierarchické postupy. Jak je uvedeno v kapitole 4.7.3

Shlukova analyza, tyto postupy jsou zaloZeny na postupném spojovani objektl a jejich
shlukd do dalSich vétSich shluk(. Diagramem shlukové analyzy je tzv. dendrogram,
ktery je znazornén na Obr.35.

V této diplomové praci byla vyuzita tzv. Wardova metoda, ktera je zaloZzena na

minimalizaci ztraty informace pfi spojeni dvou tfid.

Pomoci CLU se nam podafilo odliSit vzorky kontrolni od pacientskych. U obou
skupin je patrné shlukovani, s tim rozdilem, Ze u kontrol na rozdil od pacientd je vidi-
telné smiseni vzorkd. Vyznamna je délka vétvi shlukujici kontroly oproti pacinetim,

ktera tak znazorriuje vyraznou odliSnost mezi témito vzorky.

Vyska
0 50 100 150 200 250 300
| | | | | | |

® Kontrola 1
® Kontrola 2
® Kontrola 3
® Pacient 1
Pacient 2
® Pacient 3

Obr. 35: Dendogram
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7.2.5 Heat mapa

Jak je uvedeno v kapitole 4.7.3 Shlukova analyza, heat mapa je formou vice-
rozmérového shlukovani. Kvantitativni stranka datového souboru je v tomto pfipadé
vyjadfena pomoci barevné skaly vyjadfujici zvySeni a sniZzeni hodnot.

Pofadi metabolitd je dano CLU analyzou na levé strané mapy a pofadi vzorku
je dano CLU analyzou na horni ¢asti mapy.

Vysledna heat mapa zahrnujici vSechny vzorky a vSechny identifikované meta-

bolity je zndzornéna na Obr. 36.
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Obr. 36: Celkova heat mapa. Pofadi metabolitd je dano CLU analyzou na levé strané

mapy. Rozdéleni vzorkl je dano CLU analyzou na horni ¢asti mapy.

Pro vétsi pfehlednost je pfilozen detail heat mapy bez identifikovanych metabo-
litd a CLU analyz (Obr. 37). Timto vicerozmérnym shlukovanim se nam podafilo odlisit
vzorky kontrolni od pacientskych. Rozdéleni na skupiny kontrol a pacientl je zvyrazné-
no bilym kfizem. U obou skupin je patrné shlukovani, s tim rozdilem, Ze u kontrol je

opét viditelné smiseni vzorkd.
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Na heat mapé lze rozdily pozorovat na zakladé barevné Skaly, kde Eervena
barva znamena vyssi intenzitu daného metabolitu oproti zelené barvé odpovidajici

jejimu snizeni. Poradi metabolitl je uvedeno v Tab. 21.
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Obr. 37: Detail heat mapy. Bilym kfizem zvyraznény rozdily mezi pacienty a kontrola-
mi. Detail s barevnym odliSenim jednotlivych skupin vzork(l a vyznacenim

nejvyraznéjSich rozdild.



NejvyznamnéjSi rozdil je zfejmy u K2 2.2, ktery odpovida hexosam-P (G-6-P/F-
6-P; G-1-P/Gal-1-P), jejichz intenzita je vtomto pfipadé vyrazné sniZzena (graficky
znazornéno zlutym kruhem). Tyto metabolity v8ak byly identifikovany u vSech vzorku
0 nizké intenzité a proto se i maly rozdil v intenzité maze takto vyrazné projevit.

Rozdily na heat mapé jsou patrné nejen mezi kontrolami a pacienty, ale také
v ramci skupiny pacientt. Opét bylo potvrzeno odliSeni P3 oproti P1 a P2. Nejvyznam-
n&jsi rozdil u P3 byl identifikovan u prvnich 11 metabolitl (graficky znazornéno rizo-
vym &tvercem). Vyrazny rozdil oproti ostatnim pacientlim je pozorovan i u P1. Metabolit

hippurat je v tomto pfipadé oproti ostatnim pacientiim zvySeny.

Tab. 21: Pofadi metabolitt v heat mapé

Poradi Metabolit Poradi Metabolit

1. UDP-D-galaktosa/UDP-glukosa 42. G-6-P/F-6-P; G-1-P/Gal-1-P

2. FAD 43. C6

3. UDP-N-acetyl-D-glukosamin 44, C4

4, ATP; dGTP 45. IMP

5. glutathion disulfid 46. Cl6

6. methionin 47. c14

L zaow

8. CMP-N-acetylneuraminat 49, N-acetyl-L-alanin

9. trigonelin 50. 5-aminolevulinat; kreatin

10. inosin 51. citrulin

11. 2-aminofenol 52. oxalat

12. cysteat 53. laktat

13. pyridoxin 54. N-methylhistamin

14. riboflavin 55. taurin

15. glycerol-3-fosfat 56. tyrosin

16. citrat/isocitrat 57. homocystein
N-acetylglukosamin;

17. 3-sulfinoalanin 58. N-acetylgalaktosamin;
N-acetylmannosamin

18. betain 59. spermin

19. kreatinin 60. AMP

20. ribitol; arabitol 61. UDP

21. ethanolamin fosfat 62. N-acetylserotonin

22. lysin 63. adenin

23. arginin 64. histidin
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Poradi Metabolit Poradi Metabolit

24. glukonat 65. serin

25. pseudouridin 66. karnitin

26. adenosin 67. 3-methylhistidin; N-methylhistidin
27. kynurenin 68. alanin/sarkosin; beta-alanin

28. cytidin 69. 4-guanidinobutanoat

29. guanosin 70. threonin/homoserin

30. uridin 71. fenylacetat

31. pantothenat 72. hydrocinamat

32. C5 73. hippurat

33. dGDP 74. hexosy- Glu Fru Gal Man

34. ADP 78. 4-hydroxybenzaldehyd

35. GMP 76. fenylacetaldehyd; merkaptopyruvat
36. malat 77. 2-oxoadipat

37. glutamat 78. glutathion

38. 2-hydroxyglutarat 79. uracil

39. fumarat 80. benzoat

40. nikotinamid 81. salicylat/4-hydroxybenzoat

41. GDP

7.2.6 PARAFAC

Jak bylo fe€eno v kapitole 4.7.1 Analyza hlavnich komponent, PARAFAC je
trojrozmérna forma PCA. Zobrazuje tedy 3 grafy (dimenze) PCA najednou.

V nasem experimentu byly v3ak pozorovany 4 dimenze (€as, koncentrace,
metabolity a pacienti + kontroly), proto musela byt vzdy jedna dimenze zanedbana.
Nejprve byla zanedbano rozdéleni vzorku na pacienty a kontroly. V tomto pfipadé byly
pozorovany dimenze ¢asu (Obr. 38A) a koncentrace (Obr. 38B). Poté byla zanedbana
dimenze €asu (Obr. 39) a dimenze koncentrace (Obr. 40). Pro lepSi pfehlednost byla
pro ucel této prace zanedbana dimenze metabolitd.

Z jednotlivych grafu je zfejmé, Ze nejvétSich zmén bylo dosazeno v ramci
rozdéleni vzork( na kontroly a pacienty, resp. P3. Vyrazng&jSi rozdily jsou vSak
pozorovany v zavislosti na Case nez na koncentraci, z Cehoz vyplyva, ze vSechny

koncentrace mély porovnatelny vysledek.
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Obr. 38: PARAFAC — bez rozdéleni vzorkdl na pacienty a kontroly. (A) 1. dimenze —

Cas; (B) 3. dimenze — koncentrace; 2. dimenze — metabolity je zanedbana.
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Obr. 39: PARAFAC — zanedbani Casu. (A) 1. dimenze — pacienti a kontroly;

(B) 3. dimenze — koncentrace; 2. dimenze — metabolity je zanedbéana.
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Obr. 40: PARAFAC - zanedbani kocentrace. (A) 1. dimenze — pacienti a kontroly;

(B) 3. dimenze — Cas; 2. dimenze — metabolity je zanedbana.
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8 Diskuse

Cilem této prace bylo stanoveni zmén hladin metabolitd v bunécném extraktu
leukocytll pacienttl s chronickou myeloidni leukemii (CML) plsobenim vybraného
kancerostatika — imatinibu IM v porovnani s kontrolnimi vzorky.

Pro analyzu studovanych metabolitd pomoci HLPC- MS/MS byla modifikovana
jiz dfive publikovana metoda (Bajad & Shualev, 2011). Upraveny byly pfedevSim pod-
minky gradientové eluce (sloZeni, pratok) a to tak, abychom docilili chromatografického
rozdéleni latek se stejnym MRM pfechodem. | pfesto se nam nékteré latky rozlisit
nepodaifilo. Jedna se o latky, jejichz MRM pfechody i retenni ¢asy jsou shodné (napf.
UDP-D-galaktosa a UDP-glukosa nebo hexosy — glukosa, fruktosa, galaktosa a man-
nosa). Stejny jev byl pozorovan v dfive publikované studii (Bajad et al., 2006). Dale
bylo upraveno mnozZstvi nastfikovaného vzorku a to na zakladé pocCtu bunék
v jednotlivych vzorcich. Také byla pouZita kolona s mensi velikosti ¢astic — 3um.

Leukocyty byly izolovany z piné krve nové diagnostikovanych pacientd s CML
a zdravych jedinc, které slouzili jako vzorky kontrolni. Nasledné byly buriky inkubova-
ny pfi 37 ‘C s ruznou koncentraci IM — 0, 2 a 10 ymol/l v médiu DMEM. Jednotlivé
alikvoty byly odebirany v ¢asech 0, 1, 2, 5 a 10 hodin a po extrakci byla odebrana
vodna faze, ktera byla nasledné zlyofilizovana. Pfed analyzou metodou HPLC-MS/MS
byly extrakty rozpustény ve 100 pl mobilni faze A:B v poméru 1:1 a poté byly analyzo-
vany za optimalizovanych podminek.

V extraktech leukocytu bylo pomoci programu MultiQuant identifikovano 87 stu-
dovanych metabolitl ze skupin aminokyselin, karbohydratt, karnitini a jejich acylova-
nych derivatd, nukleotidd a jejich derivatd, purind a pyrimidinQ, organickych kyselin,
peptidd a dalSich metabolitd. Plochy piku ziskanych metabolitt v jednotlivych vzorcich
byly porovnany mezi sebou. Z tohoto pozorovani byl ziejmy rozdil v intenzité metaboli-
td, coz odpovida odliSnému poctu bunék v e vzorcich kontrol a pacientu.

V této studii bylo identifikovano vice metabolitd o vy$Si intenzité u pacientd, coz
ovSem v zavislosti na rozdilném poc¢tu bunék nema vyznamnou vypovédni hodnotu.
Vyjimkou byl napf. metabolit threonin/fhomoserin, ktery byl u kontrol identifikovan v o 2
fady niz8i intenzité néz u pacientl. S ohledem na pocet bunék maji vétsi vyznam me-
tabolity identifikované o vy$Si intenzité u kontrol (napf¥. salycilat/hydroxybenzaldehyd).
Nékteré metabolity byly u pacientt i kontrol nalazeny ve srovnatelné intenzité (napf.
citrat/isocitat).

Kromé rozdili mezi kotrolnimi a pacientskymi vzorky byly pozorovany i rozdily

v ramci skupin kontrol a pacientl. Nejvyznamnéjsi odliSnosti byly identifikovany u P3

81



oproti P1 a P2, jejichz vysledky byly srovnatelné. Ve vétSiné pfipadu byly metabolity
telna s intenzitou pikd u kontrolnich vzorkd. Vyjimkou byl napf. metabolit pipekolat,
jehoz intenzita byla u P3 az o fad vys8i nez v pfipadé P1 a P2.

Rozdily byly pozorovany také v zavistlosti na ¢ase odbéru. U metabolitd byla
v Case pozorovana rostouci i klesajici tendence. Oproti tomu v zavislosti na koncentra-
ci IM nebyl pozorovan vyrazny trend. V pfipadé acylovaného karnitinu C5, ktery byl
identifikovan pouze u pacient(, byl pozorovan vliv ¢asu i koncentrace.

VSechny identifikované metabolity byly statisticky zpracovany. Ze statistické
analyzy bylo na zakladé QC vyfazeno 6 metabolitu, které mély CV nad 30 %. Vyfazeny
byly také metabolity identifikované pouze u pacientd nebo kontrol (napf. antranilat)
a také metabolity s intenzitou presahujici kapacitu detektoru (napf. acylované karnitiny
C2 a Cg3, cholin, aminokyseliny valin, tryptofan, prolin, glutamin, fenylalanin).

Pomoci statistickych metod tzv. analyzy hlavnich komponent, diskriminaéni
analyzy, biplotu, shlukové analyzy, heat mapy a metody PARAFAC byly prokazany
rozdily mezi kontrolnimi a pacientskymi vzorky. VSechny uvedené statistické metody
poukazaly na podobnost kontrolnich vzorkG a naopak rozdilnost vzorkd pacientd.
Nejvyraznéjsich rozdili bylo opét dosazeno u P3 oproti P1 a P2. Vyrazné odliSeni P3
muze byt dusledkem rezistence tohoto pacienta na imatinib. V ramci statistické analyzy
byl také posuzovan vliv €asu a koncentrace. Metodou PARAFAC byl pozorovan vétsi
vliv €asu nez koncentrace, kde byly rozdily pouze minimalni.

U pacientt oproti kontrolam byly pozorovany zvySené hladiny vSech identifiko-
vanych nukleotidd (vyjimkou byly metabolity UDP-D-galaktosa/UDP-glukosa, FAD,
UDP-N-acetyl-D-glukosamin, 2°,3- cCMP a CMP-N-acetylneuraminat, které byly u P3
identifikovany naopak ve snizené intenzit€). ZvySené koncentrace byly pozorovany
také u karnitinu a jeho acylovanych derivatl a taurinu. Tyto metabolity se ve srovnani
s literaturou daji povazovat za metabolické biomarkery nadovych onemocnéni (Griffin
& Shockcor, 2004).

Pouze u pacientt byly identifikovany metabolity myo-inositol zapojeny do pro-
cesu osmoregulace a glycin, ktery je prekurzorem de novo syntézy purinll a ve srovna-
ni s literaturou se i tyto metabolity daji povazovat za metabolické biomarkery nadovych
onemocnéni (Griffin & Shockcor, 2004).

V literatufe se uvadi, Ze rakovinné bunky potfebuji pro rast a tvorbu latek pro
vyzivu dostatek energie. Jako hlavni zdroj energie (ve formé& ATP) rakovinné burky
preferuji glykolyzu, namisto oxidativni fosforylace, ktera je co do produkce ATP efek-
tivnéjsi. Glykolyza je vS§ak rychlejSim zpusobem tvorby ATP a proto ji tyto buriky upfed-

nostruji. Tento jev je znamy jako tzv. Warburglv efekt a u rakovinnych bunék je pova-
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Zovan za nejpodstatnéjSi metabolickou zménu (Warburg, 1956; Kominsky et al., 2009).
Warburglv efekt je také spojen s laktatem, jakozto konecnym produktem glykolyzy
buje prevraceni Warburgova efektu pfechodem z glykolyzy na mitochondrialni gluko-
sovy metabolismus, coZz ma u imatinib senzitivnich bunék za nasledek sniZzeni pfijmu
glukosy a naopak zvySeni energetického stavu (Serkova & Boros, 2005). Koncentrace
glukosy je snizena translokaci GLUT-1 transportértl z bunééné membrany do cytosolu
a inhibici glykolyzy a zvySeni energetického stavu je zpusobeno produkci ATP
z Krebsova cyklu (Kominsky et al., 2009; Klawitter et al, 2009; A et al, 2010). Podob-
ného vysledku bylo dosazeno i v nasi studii. U imatinib senzitivnich bunék P1 a P2 byla
oproti rezistentnimu P3 pozorovana zvySena hladina ATP av8ak snizena hladina glu-
kosy (obecné hexos) byla pozorovana u vSech pacientd (P1, P2 i P3). Vysledek opac-
ny nez v predeslych studiich byl pozorovan v pfipadé laktatu, ktery byl identifikovan ve

Cilem dalSi prace bude analyza extraktll vétSiho souboru pacienti. Dale bude
stanoven metabolicky profil u vzorkd bez inkubace s imatinibem (0 uM) v ¢ase 0 hodin.
K tomuto experimentu budou vyuzity vzorky od nové diagnostikovanych pacientd,
pacientl Ié€enych hydroxyureou, nilotonibem, dasatinibem a imatinibem a také vzorky

kontrolni.
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9 Zaver

V teoretické Casti diplomové prace byly shrnuty poznatky o chronické myeloidni
leukemii, jeji diagnostice, pribéhu a lécbé. V soucasnosti patfi k nejvyuzivanéj$im
zpusobum terapie této nemoci tyrosinkinasové inhibitory. Prvnim syntetizovanym spe-
cifickym TKI byl imatinib, kterému byla vénovana cela kapitola. Dale zde byly shrnuty
poznatky o nové se rozvijejici védni discipliné - metabolomice.

Cilem experimentalni ¢asti bylo aplikovat vyvinutou metodu HPLC-MS/MS na
bunécné extrakty leukocytl, které byly izolovany z piné krve nové diagnostikovanych
pacientd s CML a zdravych jedincu (kontolni vzorky). Byla provedena cilena metabo-
lomicka analyza 3 pacientskych a 3 kontrolnich vzorkd s odliSnym pocétem bunék.
V extraktech leukocytu bylo identifikovano celkem 87 studovanych latek. Data byla
nasledné statisticky vyhodnocena vyuzZitim statistickych metod, pomoci nichz byly
prokazany rozdily mezi kontrolnimi a pacientskymi vzorky a také rozdily v ramci skupin
pacient. NejvyrazngjSich rozdili bylo dosazeno u pacienta 3 oproti pacientim 1 a 2,
coz mohlo byt disledkem rezistence tohoto pacienta na imatinib. Timto experimentem

se podafilo potvrdit ovlivnéni Warburgova efektu u imatinib senzitivhich bunék.
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Seznam pouzitych zkratek
2°,3’- cCMP 2°,3"- cyklicky cytidin-5"-monofosfat

ABL ¢ast 9. chromosomu (homologe virového onkogenu Abelsonovy

mysSi leukemie)

AcCN acetonitril

Acetyl-CoA acetyl-koenzym A

ADP adenosin-5"-difosfat

AICAr 5-aminoimidazol-4-carboxamid-1-B-D-ribofuranosyl5’-monofosfat
ALL akutni lymfaticka leukemie

AML akutni myeloidni leukemie

AMP adenosin-5"-monofosfat

AP akcelerovana faze (accelerated phase)

ATB antibiotika

ATP adenosin-5"-trifosfat

BCR ¢ast 22. Chromosomu (breakpoint cluster region)

BP blasticka faze (blastic phase)

CE kolizni energie (collision energy)

CLL chronicka lymfaticka leukemie

CLU shlukova analyza (cluster analysis)

CML chronicka myeloidni leukemie

CSF faktor stimuluji proliferaci jednotlivych buné&cnych kolonii.

(colony stimulating factor)

CP chronicka faze (chronic phase)

CXP vystupni potencial kolizni cely (collision cell exit potential)
Ccv variaéni koeficient (coefficient of variation)

DA diskrimina¢ni analyzy (discriminant analysis)

dGDP 2’-deoxyguanosin-5’-difosfat

dGTP 2’-deoxyguanosin-5’-trifosfat

DMEM médium (Dulbecco's Modified Eagle Medium)

DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
DP deklasteracni potencial (declustering potential)

EP vstupni potencial (entrance potential)

FAB Francouzsko-americko-britska klasifikace

FAD flavinadenindinukleotid

FBS fetalni hovézi sérum (fetal bovine serum)

EP vstupni potencial (entrance potential)
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F-6-P fruktosa-6-fosfat

G-1-P glukosa-1-fosfat

G-6-P glukosa-6-fosfat

Gal-1-P galaktosa-1-fosfat

GS plynova chromatografie (gas chromatography)
GDP guanosin-5’-difosfat

GIST gastrointestinalnich stromalnich tumort

(gastrointestinal stromal tumours)

GMP guanosin-5"-monofosfat
HMDB Human Metabolome Database
hOCT-1 organicky kationtovy transportér

(human organic cationic transporter)
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
(high-performance liquid chromatography)
HPLC-MS/MS vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemo-

vou hmotnostni spektrometrii

HSCT transplantace lidskych krvetvornych bunék

(human stem cell transplantation)
IL-3 (-6, - 11) interleukin-3 (-6, -11)
IM imatinib
IMP inosin-5"-monofosfat
ITP inosin-5"-trifosfat
K1 (2, 3) kontrola 1 (2, 3)
KsEDTA tri-draselna sul kyseliny etylen-diamin-tetraoctové
KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
KIT
LC kapalinova chromatografie (liquid chromatography)
LC-MS kapalinova chromatografie-hmotnostni spektrometrii
MDR1 multilékova rezistence (multidrug resistence protein)
MRM multiple-reaction monitoring
MRNA mediatorova ribonukleova kyselina
MS hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)
MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

(tandem mass spectrometry)

P1 (2, 3) pacient 1 (2, 3)
PAP 2-fenylaminopyridin (2-phenylaminopyrimidine)
PAFARAC trojrozmérna forma PCA (parallel factor analysis)
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PBS
PCA
PDGF
PEN
Ph

PK
QC
Rett
ROS
RT
RTK
SCF
SOD
STREP
TK
TKI
TGF-B
TNF
UDP
UTP

fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)

analyza hlavnich komponent (principal component analysis)
ristovy faktor (platelet-derived growth factor)

penicilin

Filadelfsky chromosom (Philadelphia chromosome)
proteinkinasa

vzorek kontroly kvality (quality control)

reten¢ni Cas (retention time)

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen spices)
laboratorni teplota (room temperature)

tyrosinkinasovy receptor

rdstovy faktor kmenovych bunék (stem cell factor)
superoxiddismutasou

streptomycin

tyrosinkinasa

inhibitor tyrosinkinas

transformujici rdstovy faktor (transforming growth factor)
(nador) nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor)
uridin-5"-difosfat

uridin-5"-trifosfat
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Pfilohy

Pfiloha 1A: MS parametry pro jednotlivé metabolity — negativni méd

Metabolit DP EP CE CXP
pantotenat -75 -10 -20 -7
2-oxoadipat -40 -10 -18 -5
oxalat -45 -10 -14 -9
malat -35 -10 -20 -7
fumarat; kaproat -38 -10 -13 -7
citrulin -40 -10 -16 -9
citrat/isocitrat -40 -10 -18 -11
fenylacetaldehyd/merkaptopyruvat -80 -10 -29 -9
3-sulfinoalanin -35 -10 -16 -7
4-hydroxybenzaldehyd -15 -10 -32 -9
hexosy — Glu Fru Gal Man -40 -10 -12 -9
ATP; dGTP -75 -10 -40 -13
AMP -90 -10 -46 -13
laktat -30 -10 -16 -7
ribitol; arabitol -38 -10 -24 -9
taurin -45 -10 -28 -7
glukonat -40 -10 -18 -11
salicylat/4-hdroxybenzoat -35 -10 -22 -7
uracil -35 -10 -22 -11
pseudouridin -35 -10 -20 -11
uridin -95 -10 -22 -11
ethanolamin fosfat -20 -10 -16 -7
arginin -55 -10 -22 -17
GDP -95 -10 -36 -13
GMP -45 -10 -26 -11
IMP -60 -10 -28 -5
ITP -60 -10 -48 -13
UDP -70 -10 -34 -9
UTP -80 -10 -48 -13
ADP -95 -10 -32 -11
UDP-D-galaktosa/UDP-glukosa -75 -10 -34 -21
UDP-N-acetyl-D-glukosamin -85 -10 -38 -29
G-6-P/F-6-P; G-1-P/Gal-1-P -30 -10 -22 -9
G-1-P/Gal-1-P; G-6-P/F-6-P -40 -10 -58 -9
2'.3'-cCMP -50 -10 -22 -7
2-hydroxyglutarat -25 -10 -16 -13
N-acetyl-L-alanin -5 -10 -16 -11
hydrocinamat -50 -10 -14 -11
fenylacetat -35 -10 -12 -9
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Pfiloha 1B: MS parametry pro jednotlivé metabolity — positivhi méd

Metabolit DP EP CE CXP
Cl4 86 10 45 15
C16 84 10 51 15
C4 46 10 29 15
C5 46 10 29 15
C6 56 10 27 15
tyrosin 46 10 19 12
threonin/homoserin 41 10 15 8
serin 16 10 15 8
methionin 41 10 15 10
histidin 46 10 19 10
glutamat 41 10 23 8
cysteat 96 10 27 12
alanin/sarkosin; beta-alanin 51 10 23 6
spermin 66 10 17 12
N-acetylserotonin 101 10 21 14
hippurat 36 10 19 10
4-guanidinobutanoat 51 10 21 10
N-methylhistamin 56 10 19 10
betain 161 10 39 8
3-methylhistidin; N-methylhistidin 46 10 21 14
AMP 116 10 27 14
N,N-dimethylglycin/2-aminoisobutyrat 63 10 18 8
pyridoxin 121 10 29 12
kynurenin 56 10 21 10
riboflavin 11 10 33 20
adenin 171 10 31 14
inosin 81 10 21 12
adenosin 41 10 67 10
guanosin 51 10 27 14
kreatinin 46 10 15 10
nikotinamid 1 10 27 8
2-aminofenol 71 10 29 6
5-aminolevulinat; kreatin 61 10 19 8
GMP 36 10 25 14
IMP 31 10 19 12
cytidin 31 10 27 10
FAD 1 10 31 30
CMP-N-acetylneuraminat 56 10 19 28
karnitin 56 10 23 10
glutathion disulfid 56 10 27 42
glutathion 41 10 17 16
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acetyl-CoA
N-acetylglukosamin;
N-acetylgalaktosamin;
N-acetylmannosamin
trigonelin

AICAr

36

41

61

10

10

10
10

41

23

29
31

26

16

10
10
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Priloha 3: Zpracov

tiQuant. Pozorovana vyssi intenzita u kontrol oproti pacientim (vzorky ba-

dliSeny).
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Priloha 4: Zpracovani metabolitu citratu/isocitratu v programu MultiQuant. Pozorovana

srovnatelna intenzita u kontrol i pacientd (vzorky barevné odliSeny).
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