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SOUHRN

Tyrozinkinazové inhibitory (TKI) se v 1é¢bé chronické myeloidni leukémie (CML)
pouzivaji od roku 2001. V soucasnosti je k dispozici jiz pét TKI pro terapii CML
amnoho dalSich inhibitordi se pouziva i u jinych typd rakovin. Vzhledem
k dosud stale pomérn¢ kratké dobé od zavedeni TKI do klinické praxe, probiha i

nyni V této oblasti intenzivni vyzkum.

Zejména béhem vyvoje 1éCiva, ale 1 po jeho uvedeni na trh, se podrobné¢ zkouma
jeho osud v lidském téle. Za tucasti biotransformacnich enzymt je 1écivo
pfeménovano na metabolity, které mohou mit vlastni farmakologickou aktivitu.

Identifikace téchto metabolitl je jednim z kli€ovych procest ve vyzkumu léciv.

Tato disertatni prace se zabyva studiem biotransformace imatinibu u pacientt
s CML. Pouzitim necilené analyzy krevni plazmy pacienti pomoci kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) bylo identifikovano
celkem 24 novych metaboliti imatinibu, mezi nimi 1 cysteinové a cystinové
konjugaty. Jejich chemické struktury byly uréeny na zakladé méfeni pii vysokém

rozliSeni a provedeni nékolikastupnové fragmentace.

Nezbytnou soucasti 1€é€by CML je terapeutické monitorovani plazmatické hladiny
prislusného TKI. Predchazi se tim nezadoucim reakcim ¢i remisi onemocnéni
pii vysokych €1 nizkych hladindch. Z pohledu rutinni laboratote je tlak na ¢asovou
a ekonomickou nenaro¢nost analyzy. V ramci studia byla proto vyvinuta
a validovana nova vysokopropustna analytickda metoda zaloZena na pouziti online
extrakce na pevné fazi ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii
(SPE-MS/MS) pro stanoveni tifi TKI v krevni plazmé pacienti. Metoda vynika
zejména svoji rychlosti (< 30 sekund / vzorek), pii splnéni vSech valida¢nich

parametri. Novou metodu lze pouzit pro TDM pfi péci o onkologické pacienty.



Kli¢ova slova: chronicka myeloidni leukémie, tyrozinkinazové inhibitory, imatinib,

terapeutické monitorovani 1&Civ, biotransformace, hmotnostni spektrometrie,

vysokopropustné metody.



SUMMARY

Tyrosine kinase inhibitors (TKI) have been used in chronic myeloid leukemia
(CML) therapy since 2001. Today there are already five TKI available for the CML
treatment and many other inhibitors are used for therapy of different kinds of
cancer. With respect to still short time from the introduction of TKI into clinical

practice, intensive research in this area is still going on.

The fate of drug in the human body is studied extensively not only during the drug
development but also after the drug is allowed on the market. Biotransformation
enzymes transform the drug to metabolites that can posses their own
pharmacological activity. The identification of these metabolites is one of the key

aspects of the drug development process.

This thesis focuses on the study of imatinib biotransformation in CML patients.
Altogether 24 new imatinib metabolites, comprising cystein and cystin conjugates,
were identified by untargeted analysis of blood plasma samples from CML patients
with the help of liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS).
Their chemical structures were determined by high resolution measurements

and multistage fragmentation experiments.

Inevitable part of CML therapy is therapeutic drug monitoring (TDM) of plasma
levels of particular TKI. The occurence of adverse effects or the disease remission
along with high or low plasma levels can be preceded. From the point of view
of the routine laboratory there is a stress on the time and economic efficiency of
the analysis. Therefore new high throughput analytical method based on online
solid-phase extraction coupled to tandem mass spectrometry (SPE-MS/MS)
for determination of three TKI in plasma samples of CML patients was developed
during the studies. Complying with all validation requirements, the new method is
especially advantageous because of its speed (< 30 sec / sample). The new method

can be used for the TDM within the scope of care for oncology patients.



Keywords: chronic myeloid leukemia, tyrosine kinase inhibitors, imatinib,
therapeutic drug monitoring, biotransformation, mass spectrometry, high throughput

methods.
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SEZNAM ZKRATEK

Tento seznam zkratek pouzitych v disertatni praci neobsahuje vSeobecné zndmé

zkratky a zkratky, které¢ jsou uvedeny pouze v jedné kapitole.

ABL Abelson murine leukemia viral oncogene homolog
AGP Alfal kysely glykoprotein

ALL Akutni lymfoblastické leukémie

ALT Alaninaminotransferaza

alo-TKB Alogenni transplantace krvetvornych bun¢k
AST Aspartataminotransferaza

BCR Breakpoint cluster region

BCRP Proetin rezistence rakoviny prsu

Co Koncentrace na konci ddvkovaciho intervalu
CCR Kompletni cytogeneticka odpoveéd

CID Kolizné€ indukované disociace

Crax Maximalni plazmatickd koncentrace

CML Chronicka myeloidni leukémie

CMR Kompletni molekularni odpovéd’

CVv Koeficient variace

CYP Cytochrom P450



DMR
EMA
EQC
ESI
FDA
FNOL
FWHM
GIST
GSH
HPLC
HRMS
CHR

LC-HRMS

LC-MS

LC-MS/MS

LLOQ

LOD

Hluboké molekularni odpovéd’

Evropska 1€kova agentura

Externi vzorky kontroly kvality

Elektrosprej

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (USA)
Fakultni nemocnice Olomouc

Sitka hmotnostniho piku v poloving jeho vysky
Gastrointestinalni stromalni tumor

Glutathion

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim
Kompletni hematologicka odpoved’

Kapalinova chromatografie ve spojeni s vysokorozliSovaci

hmotnostni spektrometrii

Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii
Kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou

hmotnostni spektrometrii
Spodni limit kvantifikace

Limit detekce



m/z
MCR
MMR
MRM
OCT
PCR
P-gp
Ph
Ph+
QC
SD

SPE-MS/MS

TDM
TKI
UGT
UHPL

ULOQ

Pomér hmotnosti ku néboji
Velké cytogenetickd odpoved’
Velkéd molekularni odpovéd’
Monitorovani vice reakci
Transportér organickych kationt
Polymerazova fetézova reakce
P-glykoprotein

Chromozom Philadelphia

Ph pozitivni

Kontrola kvality

Smérodatna odchylka

Extrakce na pevné fazi ve spojeni s tandemovou hmotnostni

detekci

Terapeutické monitorovani 1éciv
Tyrozinkinazovy inhibitor

Uridin difostat glukuronosyltransferaza
Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

Horni limit kvantifikace



UvoD

1. UVOD

Chronicka myeloidni leukémie (CML) byla prvnim onemocnénim, jehoz podstata
byla popsana v souvislosti se specifickou chromozomalni abnormalitou,
tzv. chromozomem Philadelphia. Ten wvznika reciprokou translokaci mezi
chromozomy 9 a 22, pfiCemz vznika fizni gen BCR-ABL — charakteristicky
molekularni marker. Inhibici produktu tohoto genu, tyrozinkinazy BCR-ABL,
pomoci malych molekul, tzv. tyrozinkindzovych inhibitord (TKI) byl zahijen

koncept cilené 1écby.

V soucasnosti existuje jiz né€kolik generaci téchto inhibitort, které znac¢né zlepsily
prognozu pacientd s CML. N¢ektefi nemocni vSak neodpovidaji na 1é€bu optimalné
nebo k ni mohou byt dokonce rezistentni. I v soucasnosti tak probiha dalsi vyzkum

tohoto onemocnéni 1 TKI.

V této disertatni praci jsem se zaméfil zejména na vyuziti terapeutického
monitorovani hladin (TDM) TKI pii 1é¢bé CML. Za tcelem zrychleni analytické
¢asti procesu TDM jsem vyvinul a validoval novou metodu zaloZenou na systému
online extrakce na pevné fazi ve spojeni standemovou hmotnostni detekci
(SPE-MS/MS). Dale jsem se zabyval studiem biotransformace imatinibu, prvniho
TKI. Pomoci necilené analyzy pii pouziti vysokorozliSovaci hmotnostni
spektrometrie (HRMS) se podaftilo najit a strukturné urCit celkem 24 novych
metabolitd. Nejvyznamnéjsi z nich byly doposud neznamé cysteinové a cystinové
konjugéty imatinibu, které mohou vznikat pifi reakci reaktivnich intermediati

s endogennim glutathionem (GSH).
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2.  LITERARNI PREHLED

2.1. Chronicka myeloidni leukémie

Chronicka myeloidni leukémie (CML) je nadorové onemocnéni nezralych krevnich
bunék. Dochazi pfi ném K neregulovanému rastu a proliferaci myeloidni bunééné
fady v kostni dfeni. Pro nadorové bunky je charakteristickda pritomnost
chromozomu Philadelphia (Ph), vznikajiciho reciprokou translokaci mezi dlouhymi
raménky chromozomi 9 (nesouci gen BCR; ,breakpoint cluster region®) a 22
(nesouci gen ABL; ,,Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1¢). Touto
zménou se vytvari fuzni gen BCR-ABL, jehoz produkt, BCR-ABL protein,
ma konstitutivni tyrozin kindzovou aktivitu nepodléhajici regulaci. Rizné signalni
drahy, které jsou touto tyrozin kindzou aktivovany, vedou k abnormalnimu
bunénému ristu a déleni. K pochopeni pii¢iny onemocnéni na molekularni Grovni
piispéli zeyména P. Nowell a D. Hungerford pozorovanim malého chromozomu u
sedmi nemocnych s CML?, a J. Rowley, ktera objevila, Zze tento maly chromozom
vznika pravé translokaci chromozomt 9 a 222, Tyto objevy pak vedly k novému
pojeti 1écby, tzv. cilené terapii. V soucasnosti 1écba CML spociva v pouziti TKI,
které specificky inhibuji abnormalni protein a jejichz zavedeni dramaticky zlepsilo

prognozu nemocnych.

2.1.1. Epidemiologie

Incidence CML roste s vékem a dlouhodobé se pohybuje mezi jednim az dvéma
novymi piipady na 100 000 obyvatel za rok. Vyskyt CML je vzicny v détstvi
(asi 3 % détskych leukémif), vétSinu pacientii tvoii seniofi’. Onemocnénim jsou
Castéji zasazeni muzi nez zeny v poméru 1,3 : 1. Vzhledem k zavedeni moderni

1é¢by prevalence onemocnéni v populaci roste. Pied zavedenim cilené 1€cby byl



LITERARNI PREHLED

medidn preziti 5-7 let, zatimco v soucasnosti se doba pfeziti pacientli blizi zdravé

populaci®.

Mezi dosud popsané rizikoveé faktory CML patii ionizacni zafeni (dvojnasobna
incidence CML v Japonsku po jaderném utoku v Hiro§imé a Nagasaki®®), expozice
benzenu a koufeni cigaret’. U vétSiny onemocnéni vSak pfi¢inny faktor neni znam.
Familiarni vyskyt CML neni obvykly. Podobné neni pravdépodobnd rasova nebo

zemé&pisna predispozice®.

2.1.2. Molekularni podstata

Pro CML je identifikovana charakteristicka geneticka abnormalita — Ph chromozom
— v bufikdch kostni diené u vice nez 95 % pacienti s CML®. Fuzi genu BCR

na chromozomu 22 s genem ABL na chromozomu 9 vznika onkogen BCR-ABL.

Jeho transkript, chimericky protein BCR-ABL, je stale aktivni cytoplasmaticka
forma Abl kindzy, nepodléhajici regulaénim a kontrolnim mechanismim.
Onkogenni transformace bunky pak neni disledkem aktivace jen jedné abnormalné
regulované signdlni drdhy, nybrz celé¢ signdlni sité, zahrnujici mimo jiné i
nasledujici signalni drahy: RAS?, PISBK/AKT™, JAK/STAT!? ¢ NF-kB®. Celkové
pak konstitutivni aktivace BCR-ABL kinazy zplsobuje maligni transformaci bunék
a jejich zvysSenou proliferaci. Dale dochézi k inhibici apoptdzy a alteraci adheze

myeloidnich progenitort ke stromatu kostni diené.

V zavislosti na lokalizaci genové fuze se molekulova hmotnost BCR-ABL proteinu
pohybuje v rozmezi 185 — 230 kDa. Z toho vyplyva oznaceni tii klinicky dulezitych
izoforem p190, p210 a p230.

2.1.3. Pribéh, klinicky obraz, diagnostika a progno6za

CML obvykle prochazi tiemi fazemi, a to: chronickou, akcelerovanou a blastickou.
U vétsiny pacienti se onemocnéni diagnostikuje Vv chronické fazi'*. Casto je

pozorovana Splenomegalie, projevujici se pocitem plnosti a tlakem pod levym

-3-
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zebernim obloukem. Mezi dal$i symptomy, které jsou vétSinou nespecifické, patii
unava (spojena s anémii), ubytek na vaze, nechutenstvi, zvySené teploty ¢i bolest
za sternem. Vzacnou, ale nebezpecnou komplikaci chronické faze u muzskych

s, Pacienti mohou byt i asymptomatiéti, v jejich krvi

pacientli je priaprismu
se obvykle nachazi zvySené pocCty zralych granulocytll (bazofilli, neutrofill
a eosinofilt) a jejich prekurzord. Délka chronické faze ovykle trva fadové mésice

az roky. | to svédéi o zna¢né heterogenité tohoto onemocnéni’®,

K pfeméné z chronicity do blastické faze (blasticky zvrat) mize dojit nahle. Cast&ji
tomu vSak predchazi faze akcelerace, kterd se projevuje zvySenim poctu leukocytt,
bazofilnich granulocytl a nezralych bun¢k a dal§im zvétSenim sleziny. V blastické
fazi dochazi k akumulaci nezralych blastii v kostni dfeni, s podobnym pribéhem
i projevy jako v ptipadé akutnich leukémii. Ve vétsiné piipadi (70 %) se jedna
0 myeloblasticky zvrat. Méné Casto se objevuje zvrat B-lymfoblasticky (30 %) a
byly popsany i vyjimeéné piipady T-lymfoblastického zvratul’. Symptomy
nemocnych jsou silnéji vyjadieny nez v akcelerované fazi a slezina mize nabyvat
obrovskych rozméri. Tato faze nemoci je jen obtizné 1éCitelnd farmakoterapii a

transplantace kostni dien& dosud piedstavuje nejlepsi alternativué.

Pro diagnostiku CML jsou dulezité, kromé fyzikéalniho vySetieni, zejména vySetieni
krevniho obrazu, provedeni diferencidlniho rozpoctu leukocytl a vySetieni aspiratu
kostni dfen€. K potvrzeni diagndzy je pak zapottebi identifikace Ph chromozomu
nebo fuzniho genu BCR-ABL cytogenetickymi a molekularn€ genetickymi

metodami.

Vyhodnoceni G-karyotypu pacienta mtize pomoci odhalit dalsi chromozomalni
abnormality, které se ¢asto vyskytuji V pozdgjSich stadiich choroby®®. Nicméng
samotna cytogeneticka analyza nemusi byt dostate¢na pro kone¢né potvrzeni CML.
Rutinné€ se vyuZzivaji metody molekuldrni biologie. Pomoci polymerazove tetézové
reakce (PCR) a Southern blottingu 1ze urcit pfesné lokalizace preruSeni genti. RNA

transkript BCR-ABL genu lze stanovit pomoci PCR s reverzni transkripci (RT-PCR)
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a Northern blot analyzou. K detekci specifickych ¢asti BCR-ABL genu se pouziva

fluorescenéni in situ hybridizace (FISH).

Existuje né€kolik skorovacich systémi, které pomohou odhadnout relativni riziko
progrese. Sokaliv systém, z roku 1984, d¢li pacienty do tii skupin podle miry
rizika?!. Hasfordtv index (Euro index) byl zaveden po uvedeni interferonu alfa do
lé¢by CML?. Zohlediioval kromé véku pacienta a velikosti sleziny také
procentualni zastoupeni eoSinofili a bazofilti v krvi spolu s poétem trombocyti.
Dnes se jevi, Ze zasadni faktory pro prognéozu CML jsou zpusob léCby a kvalita
lé¢ebné odpovédi, stanovena cytogenetickymi a molekuldrné-genetickymi
metodami?. Kompletni cytogenetickd odpovéd’ na 1ébu TKI zlepSuje prognézu

V chronické 1 akcelerované fazi nemoci.

2.1.4. Terapeutické postupy

Pted zavedenim TKI byla cilem terapie CML zejména redukce poctu nadorovych
bunék a zabranéni progrese nemoci do dalSich fazi. V soucasné dob& se cili
na dosazeni molekularni odpovédi (viz nize). Lécebna odpovéd se vyhodnocuje
v pravidelnych intervalech. Hodnoti se krevni obraz (hematologicka odpovéd),
ustup symptomu (normalizace velikosti sleziny), redukce po¢tu Ph+ bunék v kostni
dreni (cytogeneticka odpovéd’; pozorovano v metafazi) a signifikantni pokles BCR-
ABL transkriptu stanoveného pomoci kvantitatvni PCR v realném ¢ase (RQ-PCR)
(molekularni odpovéd’) (tab. 1). Skupinou European Leukemia Net (ELN) byly
vydany doporudeni pro management nemoci?*. Aktualizované vydani z roku 2013
definovalo optimalni odpoveéd’ na 1é¢bu: Hladina BCR-ABL transkriptu stanoveného
RQ-PCR je < 10 % po 3 mésicich, < 1 % po 6 mésicich a < 0,1 % po 12 mésicich
od zacatku 1é¢by. Selhani 1é¢by je naopak definovano zustatkem transkriptu > 10 %

po6 mésicich a > 1 % po 12 mésicich, a indikuje zménu terapie®.
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Tabulka 1. Definice typti odpovédi na 1é¢bu CML (upraveno podle®*).

Typ odpoveédi Intenzita odpovédi Charakteristika

Hematologicka Kompletni (CHR) Pocet desticek < 450 x 10%/L
Pocet bilych krvinek < 10 x 10°%/L
Nepfitomnost nezralych granulocyti

Nehmatna slezina
Cytogeneticka Velka (MCR) 1 — 35 % Ph+ bunék v kostni dfeni

Kompletni (CCR) 0 % Ph+ bun¢k

Molekularni Velkd (MMR) BCR-ABL transkript < 0,10 %, (3-log
redukce)
Hlubokéa (DMR) BCR-ABL transkript < 0,01 —0,001%

(4-log — 5-log redukce)

Kompletni (CMR) BCR-ABL transkript nedetekovatelny

CHR: ,,complete hematological response “
MCR: ,,major cytogenetic response “
CCR: ,,complete cytogenetic response
MMR: ,,major molecular response
DMR: ,,deep molecular response “

CMR: ,,complete molecular response “

Ozatovani sleziny ¢i celého téla pouzivané do doby objeveni chemoterapie jako
jedina alternativa nemélo prakticky zaddny efekt na prodlouzeni Zivota pacienti.
Alkylaéni ¢inidlo busulfan, jez bylo kdispozici od 50. let 20. stoleti?®, se
selektivnim imunosupresivnim efektem na kostni dfen, se stalo prvnim G¢innym
Iékem pro terapiit CML. Cytotoxicky ucinek busulfanu je zpusoben alkylaci DNA
po jeho hydrolyze a uvolnéni methansulfonatové skupiny. To znemoziuje replikaci

DNA a piepis do RNA. Median pieziti se prodlouzil na 35-45 mésicli ve srovnani
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s 28 mésici pfi ozafovani sleziny?’. Komplikaci pouziti busulfanu je jeho Uzké
terapeutické okno, vyzadujici Casté monitorovani plazmatickych hladin a vyskyt
zavaznych nezadoucich G¢ink. Mezi né patii zejména neplodnost u obou pohlavi,
aplazie kostni dfené, rozvoj plicni fibrézy, kozni reakce ¢i pomérné Casté
neurologické problémy?8. Dnes je busulfan indikovan v 1é¢bé CML v dalsi linii po
selhani terapie TKI a zejména jako myeloablativni pfiprava pied transplantaci

kostni diené?®.

Do 60. let zastaval busulfan 1ékem volby, poté zacal byt vytlacovan mén¢ toxickou
hydroxyureou (hydroxykarbamid). Mechanismus uU¢inku hydroxyurey spociva
v inhibici ribonukleotidreduktazy. To zplsobi zastaveni pfemény ribonukleotida
na deoxyribonukleotidy, pferuseni syntézy i reparace DNA a dochazi k zastaveni
bunééného cyklu v S-fazi. Rychle dochazi k redukci poctu leukocytti. Na zacatku
terapie se kK tomuto ucelu hydroxyurea pouziva i v soucasnosti. Nutné jsou cCasté
kontroly krevniho obrazu. Nezadoucimi u¢inky jsou zejména rozvoj makrocytarni
anémie, gastrointestinalni potize, kozni vyrazky a vaskulitidy?®. Median pieziti
U pacientd 1éCenych hydroxyureou je 56 meésict, oproti 45 mésicim u pacientt
1é¢enych busulfanem®. Avsak ani tato 1é¢ba nedosdhne kompletni eliminace bungk

nesoucich Ph chromozom a progrese do pokrocilych fazi choroby se jen oddali.

Odlisnym zpisobem nez vySe popsana chemoterapeutika plisobi interferon a,
glykoprotein objeveny v roce 1957 v lidskych bunkach infikovanych viry, ktery
interferuje s jejich sifenim3.. Interferon stimuluje mechanismy nespecifické imunity
a indukuje apoptéozu virem infikovanych bunék. Piesné pusobeni interferonu
U nemocnych s CML neni dosud vysvétleno. In vitro studie ukazuji, Ze interferon
moduluje genovou expresi, stimuluje bunécnou diferenciaci a apoptoézu, inhibuje
bunécny rist a proliferaci, obnovuje regulaci hematopoézy v mikroprosttedi kostni
dien&®. Pacienti s CML 1éeni interferonem dosahuji CHR a u 10 — 15 % pacientil
je dosazeno i CCR¥®. Klinické studie, ve kterych byl porovnavan jeho w¢inek

S hydroxyureou a busulfanem ukazuji, Ze medidn pireziti pii 1écb¢ interferonem
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vzrostl na 6 — 7 1et3®*, Interferon je aplikovan subkutdnné samostatné nebo
v kombinaci s cytarabinem. Tato kombinace vede k vys$imu podilu pacientt
s kompletni cytogenetickou odpovédi®®. Podavani interferonu je doprovazené fadou
nezadoucich ucinkd, které u mnohych pacientli vedou az k pteruseni 1€cby. Zacatek
terapie obvykle doprovazi zvysena teplota, ,,flu-like* syndrom, unava, bolesti svala
a kloubli a podobné. Zhorsuje se ptipadné pfitomna alergie, mohou se objevit kozni
vyrazky, vzacnéji se vyskytuji autoimunitni reakce, které byvaji divodem
k ukoncCeni terapie. Postupné dochazi k renesanci pouziti interferonu, zejména
v kombinaci s TKI. Tato strategie je zaloZena na rozdilnych mechanismech ucinka

obou latek a miiZze mit svilj vyznam u pacientil rezistentnich na cilenou 1é¢bu.

Alogenni transplantace krvetvornych bunék (alo-TKB) byla dlouhou dobu
povazovana za jedinou moznost, jak vyléc¢it CML. Jeji pouziti je, kvili mortalité
S ni spjaté, omezeno nalezenim vhodného dérce, vékem nemocného a stadiem jeho
choroby. Transplantace byly nejdiive provadény od geneticky identickych

% a nakonec i1 od nepiibuznych darca®.

dvojcat’’, dale od sourozenci
Pravdépodobnost 15 letého pieziti nemocnych po alo-TKB s vyuzitim
HLA identickych sourozencii se pohybuje mezi 44 a 61 %*. Po zavedeni cilené
terapie byla alo-TKB odsunuta na druhou az tieti linii 1é¢by pro pacienty rezistentni

na TKI4L,

V nasledujici kapitole budou predstaveny jednotlivé TKI pouzivané k terapii CML.
Ty dnes piedstavuji standardni a velmi G¢innou 1écbu tohoto onemocnéni. Jejich
objev a uspésné zavedeni do praxe znamenalo prosazeni konceptu cilené 1écby

malou molekulou a to nejen do oblasti hematoonkologie.

2.2. Tyrozinkinazové inhibitory v 1é¢bé CML

Tyrozinové kindzy tvoii rodinu enzymu, katalyzujici pfenos fosfatové skupiny

Z ATP na tyrozinové zbytky svych cilovych proteinli. Touto kovalentni post-
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translacni modifikaci substrat, jez hraje klicovou roli v bunétné komunikaci a
udrzovani jeji homeostazy, ovliviiuji procesy bunééné proliferace, diferenciace,
adheze, migrace, ptijmu glukdzy, metabolismu a programované bunééné smrti®?,
Vzhledem k postaveni tyrozinovych kinaz v siti vnitrobuné¢né komunikace, jejich

dysregulace ¢i abnormalni funkce méize vést k onkogenni transformaci butiky*?,

Krystalizace mnohych proteinovych kindz umoznila detailni studium jejich
struktury a potvrzeni, ze jejich ATP-vazajici doména je vhodny farmakofor. To
vedlo K raciondlnimu vyvoji latek — malych molekul — specificky schopnych

t*4. Era cilené 1é¢by zapocala na

blokovat tato mista a cilové kinazy tak inhibova
zacatku 90. let 20. stoleti, kdy prvnim inhibitorem BCR-ABL tyrozinkinazy,
pouzity v terapii CML, se stal imatinib (Glivec®, Novartis). I pfesto, ze tato 1é¢ba
pfindsi dobré vysledky, existuji pacienti, ktefi na ni nereaguji, ¢i se k ni v priabchu

Casu stavaji rezistentni. To vedlo kK vyvoji dalSich generaci TKI.

2.2.1. Imatinib

Derivat 2-fenylaminopyrimidinu, imatinib (4-[(4-methyl-1-piperazinyl)methyl]-N-
[4-methyl-3-[{4-(pyridinyl)-2-pyrimidynyl}amino]fenyl]benzamid methansulfonat)
(obr. 1) zptisobil pralom v terapii CML a v soucasnosti se stale pouziva v prvni linii

jeii 1¢gby 2.

Obrazek 1. Chemicka struktura imatinibu. Kruhy jsou oznaceny pismeny A-E.

R: substruktura imatinibu; pouzito v obrazcich v experimentalni cdsti prace.
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V preklinickych studiich byla prokdzana jeho selektivita inhibice ristu BCR-ABL
pozitivnich bunéénych kolonii bez vlivu na bunécné linie normalni krvetvorby.
To vedlo k jeho vyuziti u Ph pozitivnich (Ph+) leukémii®®. Klinické studie, zapocaté
v roce 1998, zahy potvrdily jeho ucinnost. Tak jiz v roce 2001 byl imatinib schvalen
americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (,,Food and Drug Administration®;
FDA) pro 1écbu CML.

Imatinib m4 také afinitu k dalSim tyrozinovym kinazam, jako naptiklad PDGFR-a
(receptor pro ristovy faktor trombocytt), PDGFR-B, c-Kit a ARG**". Kromé
Ph+ CML v chronické i blastické fazi nemoci, patii mezi jeho dalsi indikace i
Ph+ akutni lymfoblastickd leukémie (ALL), myelodysplastickd/myeloproliferativni
onemocnéni (MDS/MPD) spojend s preskupenim genu PDGFR, systémova
mastocytoza (ASM), pokrocCily hypereosinofilni syndrom (HES) a chronicka
eosinofilni leukémie (CEL) s pfeskupenim FIP1L1-PDGFR-a, c-Kit pozitivni
stromalni nadory zazivaciho traktu (GIST), inoperabilni dermatofibrosarkom

protuberans (DFSP)*,

Imatinib se vaze na nukleotidovém vazebném misté¢ enzymu, kompetitivné brani
vazbé ATP a tim stabilizuje BCR-ABL kindzu v inaktivni konformaci. Mnozstvi
vodikovych mdustki, které se tvofi mezi imatinibem a vazajici doménou kindzy,
umoziuji stabilni a pevnou vazbu. Mutace v sekvenci aminokyselin tvoficich
BCR-ABL protein vsak mohou oslabit tyto interakce a zpusobit tak eliminaci
Gi¢inku imatinibu®®. Zabranéni fosforylace substrati BCR-ABL kindzy pierusi
signalni drahy vedouci k vzniku CML fenotypu. Imatinib tak nemé vliv na vznik
onkogenu BCR-ABL, ale znemoznuje jeho realizaci na proteinové trovni. Tento
efekt vede Kk apoptéze a inhibici proliferace leukemickych bunék. Vzhledem
k tomu, ze imatinib patrné nepuisobi na leukemické progenitorové burky, nedokaze
CML plné vylécit®. Aby se zabranilo relapsu choroby, je doporu¢ovano kontinualni
dlouhodobé podavani imatinibu i Vv pfipad¢ trvalé optimalni molekularni odpovédi

na lécbu. PieruSeni ¢i intermitentni podavani se doporucuje provadét jen v ramci

-10 -
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klinickych studii ¢i pii planovaném téhotenstvi s Castym monitorovanim hladin

BCR-ABL transkriptu?®.

Prospektivni randomizovand multicentrickd klinickd studie IRIS (International
Randomized Study of Interferon and STI571) hodnotila G¢innost imatinibu (400
mg, 1x denn¢) v porovnani s interferonem-a v kombinaci s cytarabinem na souboru
celkem 1106 pacientti nové diagnostikovanych s CML®!. Jiz po jednom roce byla
evidentni uc¢innost imatinibu, CHR byla dosazena u 95,3 % pacienti uzivajicich
imatinib. V kombinaci interferonu-a s cytarabinem ji dosahlo jen 55,5 % pacientd.
Podobn¢ u 73,8 % pacienti uzivajicich imatinib bylo dosazeno CCR, oproti
pouhym 8,5 % pacientim uzivajicich interferon-a a cytarabin. V roce 2017, kdy byl
median sledovani pacientt jiz 10,9 let, bylo mozné hodnotit i dlouhodobé ucinky
imatinibu. Odhad miry celkového pteziti po 10 letech pfi pouziti imatinibu v prvni
linii 16¢by CML byl 83,3 %°2. Pacienti, ktefi dosahli MMR po 12 nebo 18 mésicich
1é€by méli lepsi progndézu. Vcasnd odpovéd na 1écbu je dilezity prognosticky

faktor nejen u imatinibu, ale i TKI druhé generace, nilotinibu a dasatinibu®3-,

Lécba imatinibem sebou pfinasi u nékterych pacientl rozvoj rezistence. Rezistence
na imatinib (selhani 1é¢by) se déli na primarni, kdy neni po zahajeni 1é¢by dosazena
odpoveéd a ktera je pozorovana zhruba v 5 % pftipadil, a sekundarni (ziskana), pfi
niz dochazi ke ztrat¢ 1é€ebné odpovédi po jejim piedchozim dosazeni (16 %
piipad)®®. Dale rozliSujeme rezistenci podle jejtho mechanismu na BCR-ABL
zavislé (amplifikace, mutace genu) a nezavislé. Mezi druhy typ patii aktivace
alternativnich signalnich drah nebo sniZzeni intraceluldrni koncentrace imatinibu
nasledkem snizené aktivity OCT (,,organic cation transporter”; transportér
organickych kationtl) influxniho transportéru, zajiStujiciho pienos imatinibu
do bunék &i zvysena exprese efluxniho transportéru P-glycoproteinu (P-gp)®’. Bylo
identifikovdno mnozstvi mutaci, vedoucich ke ztrat¢ ucinku imatinibu. Jedna

Z nejcastéjSich mutaci T315l, objevujici se zhruba u 4 — 15 % pacient rezistentnich

na imatinib, je disledkem zamény jediného nukleotidu (C — T) v pozici 944 ABL

-11 -
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genu. To vede k zaméné aminokyseliny threoninu za izoleucin v pozici 315 a ztraté
kysliku, ktery je nezbytné¢ nutny pro vznik vodikové vazby mezi imatinibem
aenzymem®®. Pacienti s touto mutaci, zptisobujici rezistenci nejen na imatinib, ale
i na TKI druhé generace nilotinib, dasatinib a bosutinib, maji horsi prognozu®®°,
V soucCasnosti je pro tyto pacienty k dispozici novy inhibitor tfeti generace,

ponatinib, ktery inhibuje viechny dosud znimé BCR-ABL mutace, véetng T3151°%,

Imatinib je obecné dobfe sndSen a vyskyt nezddoucich G¢inkli stupné 3 nebo 4
(vyjimaje hematologické) neni ¢asty®?. Na druhou stranu vzhledem dlouhodobému
uzivani imatinibu mohou jeho nezadouci projevy velmi vyrazné¢ ovlivnit kvalitu
Zivota pacientll @ mohou byt 1 divodem k zaméné 1€cby. Mezi nejcastéjsi projevy
toxicity imatinibu patfi: gastrointestinalni problémy (prdjem, ezofagitida, gastritida,
pankreatitida, poskozeni jater), kardiovaskularni potize, v€etné anginy pectoris,
meéstnavého srdecniho selhani a infarktu myokardu, infekce, poskozeni pohybového
aparatu (poranéni Slach a vazll), vyrazka, retence tekutin (otoky oblieje a vicek),
vzacné 1 pleurdlni vypotek. Klinicky zavazna je pfedev§im myelosuprese (anémie,
neutropenie a trombocytopenie), jeZ ale spiSe souvisi s obnovou Ph negativni
hemopoézy nez s pfimym ucinkem imatinibu. ZvySeni hladin jaternich enzymi
aspartat aminotransferdzy (AST) a alanin aminotransferdzy (ALT) neznamé
etiologie se v prub&hu prvnich dvou let 1é¢by vyskytuje u asi 5% pacientii. Zavazna
hepatotoxicita (3-4 stupng) je velmi vzacna®. I presto se doporucuje opatrnost
apacienti by se méli vyhybat dal$im substancim a 1é¢iviim poskozujicim jatra®.
Kromé¢ toho je vhodné monitorovat i ledvinné funkce. Dlouhodobé pouzivéani
imatinibu Casto vede k poklesu glomerularni filtrace i kdyz pfesny mechanismus
neni dosud zndm®®. Agkoli vétSina neZddoucich G¢inki sama vymizi nebo jsou
zvladnutelnd dostupnou 1é¢bou ¢i redukci davky, u nékterych pacienti mohou

pretrvavat i po vysazeni imatinibu®,

-12 -
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2.2.2. Dasatinib

Dasatinib (BMS-354825, Sprycel®) byl vyvinut firmou Bristol-Myers Squibb
(Princeton, USA). Jedna o monohydrat N-(2-chloro-6-methylfenyl)-2-[[6-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]-2-methylpyrimidin-4-ylJamino]-1,3-thiazol-5-

karboxamidu (obr. 2).

CHj

CH,
A
NH N N7 "N
I~
cl O
K/NV\OH

Obrazek 2. Chemicka struktura dasatinibu.

Tento derivat thiazolkarboxamidu plsobi jako dudlni inhibitor BCR-ABL a
soucasn¢ i SRC kindzové rodiny. V in vitro testech vykazuje az 325 nasobné vyssi
aktivitu v inhibici nemutované BCR-ABL kinazy ve srovnani s imatinibem.
Zarovenn plsobi proti vét§in€é klinicky relevantnich mutaci, avSak s vyjimkou
T3151%°. Dasatinib, podobné jako imatinib, interaguje s enzymem na vazebném
misté pro ATP, ale narozdil od imatinibu se vaze i na jeho aktivni konformaci®’.

Indikovan je Vv prvni linii 1é€by Ph+ CML v chronické fazi, po selhani ¢i intoleranci

1é¢by CML imatinibem a pfi selhani predchozi 1é¢by Ph+ ALL®E,

Klinické studie 1. faze, ve které byl podavan dasatinib v davce 140 mg jednou
denné pacientim nereagujicich na Iécbu imatinibem, se ucastnilo celkem 84
pacientl. Celkem 35 % pacientd v chronické f4zi nemoci dosidhlo CCR®,
Nasledujici klinicka studie 2. faze zahrnovala 387 pacientd vV chronické fazi nemoci
rezistentnich ¢i intolerantnich na imatinib, kterym bylo podavéano 70 mg dasatinibu
dvakrat denné€. Po 15 mésicich dosahlo 49 % pacienti CCR (40 % rezistentnich na
imatinib a 75 % netolerujicich imatinib)’®. Studie zaméfena na hodnoceni riiznych

davkovacich rezimili dasatinibu, provedena na 670 pacientech, ukdzala nejvhodné;si

-13-
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davkovani 100 mg jednou denné&’’. Dvouleté sledovani, zkoumajici rozdil mezi
vysoko davkovanym imatinibem (400 mg dvakrat denné) a dasatinibem (70 mg
dvakrat denn¢) u pacientl rezistentnich na standardni davkovani imatinibu, ukazalo
dlouhodoby ucinek dasatinibu 1 jeho lepsi uUCinnost oproti vysSim davkam
imatinibu’?. V roce 2016 publikované vysledky studie srovnavajici dasatinib a
imatinib u nové diagnostikovanych pacientii potvrzuji moznost pouziti dasatinibu
vprvni linii 1é¢by CML™. Mira celkového pieziti po 5 letech je uobou 1éka

odhadovana na 90 %.

K preruseni 1é¢by dasatinibem z diivodl jeho toxicity dochazi ve zhruba 20 %
piipadii’>. Vyskytuje se neutropenie, anémie a trombocytopenie. Zavazna
myelotoxicita (3. az 4. stupné) se objevuje zejména u nemocnych v akcelerované
fazi ¢i s blastickym zvratem. Mezi nejcastéjSi nehematologické nezadouci UCinky
patfi prijem, bolesti hlavy, krvaceni, bolesti svalii, unava, vyrdzka, nauzea,
prodlouZeni QT intervalu. Casto (az v 50 % piipadt) se vyskytuje retence tekutin,
projevujici se hlavné perifernimi otoky, ¢i méné Casto pleuralnimi a perikardialnimi
vypotky. VétSinu nezddoucich ucinkil 1ze vétSinou zvladnout redukci davky ci

1é¢bou jejich projevil.

2.2.3. Nilotinib

Nilotinib (AMN-107, Tasigna®) je TKI druhé generace na bazi aminopyrimidinu,
vyvinuty firmou Novartis (Basilej, Svycarsko). Jeho chemick4 struktura je podobna
imatinibu™,  jedn& se o:  monohydrat  4-methyl-N-[3-(4-methyl-1H-
imidazol-1-yl)-5-(trifluoromethyl)fenyl]-3-[(4-pyridin-3-ylpyrimidin-2-yl)amino]be
nzamidhydrochloridu (obr. 3). Ve srovnani s imatinibem je orientace amidové
vazby obracena a methylpiperazin je nahrazen trifluoromethylovou skupinou

a methyl-imidazolem.

-14 -
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H,C
Obrazek 3. Chemicka struktura nilotinibu.

Vaze se, podob¢ jako imatinib, k ABL kinazové doméné v inaktivni konformaci. Na
rozdil od imatinibu vSak S 30nasobn¢ vyssi afinitou. Kromé Bcer-Abl kindzy
kompetitivn¢ inhibuje jest¢ PDGFR a c-Kit. Je ucinny proti vétsin€é mutaci ABL
kinazové domény, krom& TR3151 7. V soucasné dobé¢ je indikovan v prvni linii

1é¢by Ph+ CML v chronické fazi v davce 300 mg dvakrat denné’®.

Ve studii, pii niZ byl podavan nilotinib 119 pacientlim s rezistenci na imatinib, 92 %
pacientti dosédhlo CHR a 35 % CCR’’. V multicentrické mezinarodni studii na
vzorku 321 pacientdl nereagujicich na imatinib byla pfi pouziti nilotinibu
odhadovana mira 4letého preziti 78 %'8. Déle bylo hodnoceno podavani nilotinibu
noveé diagnostikovanym a dosud neléCenym pacientim s CML. Po 15 mésicich
pozorovani 73 pacientl v chronické fazi CML dosahlo CCR 96 % a MMR 85 %
z nich™. Ve studii ENESTnd (Evaluating Nilotinib Efficacy and Safety in Clinical
Trials-Newly Diagnosed Patietnts) byly porovnavany tii skupiny nové
diagnostikovanych pacienti s CML. Prvni skupina dostdvala 300 mg nilotinibu
dvakrat denné, druhd 400 mg nilotinibu dvakrat denné¢ a tteti 400 mg imatinibu
jednou denné. Dlouhodobé vysledky, hodnocené po péti letech, ukazuji, Ze nilotinib
je ucinngjsi v indukci kompletni molekularni odpovédi. Té béhem péti let dosahlo
54 % pacientd uzivajicich nilotinib 300 mg dvakrat denné¢ a 52 % uzivajicich
nilotinib 400 mg dvakrat denné, oproti 31 % pacientii uzivajicich imatinib 400 mg

jednou denné&>.
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Vv

vyskytuje spiSe u pacientl v pokrocilejsi fazi choroby. Mezi nejcastéjsi
nehematologické nezddouci Uc€inky patii kozni alergické reakce, tnava a bolesti
hlavy. Laboratorné¢ je pozorovéana elevace lipazy, ALT a AST, hypofosfatémie,
hyperglykémie a hyperbilirubinémie®. Vzhledem kriziku na davce zavislém
prodlouzeni QT intervalu je vhodné pravidelné sledovani elektrolytli a vySetfovani

EKG8L,

2.2.4. Bosutinib

Bosutinib  (SKI-606, Bosulif®),  4-((2,4-dichloro-5-methoxyfenyl)amino)-6-
methoxy-7-(3-(4-methyl-1-piperazinyl)propoxy)-3-chinolinkarbonitril, je dualni
inhibitor Src a ABL kinaz. Bosutinib byl schvalen v roce 2012 americkou FDA,
aorok pozdéji evropskou Iékovou agenturou (,,European Medicines Agency*;
EMA) pro pouziti v druhé linii 1écby CML po selhani, intoleranci ¢i rezistenci
predchazejici terapie Vv davce 500 mg jednou denné. Od prosince 2017, po
uvetejnéni vysledki klinické studie BFORE®?, porovnavajici t¢innost a bezpeénost
bosutinibu v prvni linii 1é¢by CML proti imatinibu, byl schvalen i pro pouziti u
dosud neléCenych pacientd. Déle je Vv soucasnosti bosutinib testovan 1 v 1&€bé
n&kterych solidnich nadord®. 1 ptes vyssi inhibiéni udinnost vii¢i véts§iné mutaci
BCR-ABL ve srovnani se star§Simi TKI, neni ani bosutinib efektivni proti mutaci
T315I184. Jedna z prvnich klinickych studii bezpenosti a Gi¢innosti bosutinibu byla
provadéna na 288 pacientech s rezistenci ¢i intoleranci na imatinib®. Po dvou letech
(median 24,2 mésicti) dosahlo 41 % pacientd CCR, a z nich 64 % dosahlo MMR.
Mira celkového preziti byla 92 %. Mezi nehematologickymi nezddoucimi Gc¢inky se
nejcastéji  vyskytoval prijem a kozni vyrdzka. Anémie, neutropenie a
trombocytopenie stupné 3 az 4 byla pozorovana u témer ¢tvrtiny pacientd. Ve studii
BELA byl porovnavan bosutinib a imatinib u 502 nové diagnostikovanych pacienti
s CML®, Mira dosazeni CCR byla po roce v obou skupinich pacienti podobn4, a

sice 70 % pro bosutinib a 68 % pro imatinib. Na druhou stranu ve skupiné
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bosutinibu bylo nutné castéji predcasné ukoncit 1é¢bu z divodi jeho jaterni a
gastrointestinalni toxicity. Dalsi sledovani pacient ukdzalo, Ze 1 po 24 mésicich se
ucinnost obou inhibitorti v dosazeni CCR pfili§ nelisi (bosutinib 79 % vs. imatinib

80 9%)°.

Na zdklad¢ vysledki mezinarodni klinickeé studie III. Faze BFORE, hodnotici
bezpecnost a Ucinnost bosutinibu a imatinibu u 536 dosud nelécenych pacientd s
CML, bylo v prosinci 2017 schvéleno pouziti bosutinibu i v prvni linii 16¢by®?.
Po 12 mésicich 1é€by dosdhlo MMR 47 % pacientii uzivajicich bosutinib 400 mg
jednou denné oproti 37 % pacientll uzivajicich imatinib 400 mg jednou denn¢.
V této studii pierusilo 1écbu 22 % pacientll uzivajicich bosutinib a 27 % pacientl
uzivajicich imatinib, z divodi netolerovatelnych nezadoucich ucinkt to bylo 13 %,
respektive 9 %. Silny prijem (8 % vs 1 %) a zvySeni jaternich transaminaz (ALT:
19 % vs 2 %; AST: 10 % vs 2 %) se casteji objevovalo u pacientii dostavajicich
bosutinib. Na druhou stranu srde¢ni a vaskularni toxicita, kterd je obvykla u jinych

TKI se pii pouziti bosutinibu vyskytuje vzacné.

2.2.5. Ponatinib

Ponatinib (AP24534, Iclusig®) je TKI teti generace vyvinuty specificky proti
T3151 mutaci BCR-ABL firmou ARIAD Pharmaceuticals. V soucasnosti jde o
jediny pouzivany 1ék proti této mutaci. Strukturné¢ jde o 3-(2-{imidazo[1,2-
b]pyridazin-3-yl}ethynyl)-4-methyl-N-{4-[(4-methylpiperazin-1-yl)methyl]-3-

(trifluoromethyl)fenyl} benzamid. Klicovym strukturnim prvkem je trojnd vazba
mezi uhlikovymi atomy. Ta umoziuje vyhnout se objemnému postrannimu fetézci
izoleucinu v pozici 315 u T3151 mutanti, ktery stericky brani ostatnim inhibitoriim
ve vazb& na aktivni misto®®. Vzhledem k vysoké t¢innosti ponatinibu i proti nativni
formé¢ BCR-ABL a vSem dal§im znamych mutacim, byva oznac¢ovan jako pan-

BCR-ABL inhibitor®?,
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Jeho ucinnost byla testovana v nékolika klinickych studiich. Ve studii 1. faze bylo
hodnoceno 81 pacienti s CML rezistentni na piedchozi 1écbu TKI, nebo Ph+
ALL®. Vice nez polovina té&chto pacientii byla pred tim lé¢ena postupné vsemi
ttemi schvalenymi TKI. Po 1é¢bé ponatinibem 98 % pacientii s CML dosahlo CHR,
72 % MCR a 44 % CCR. Vsichni (100 %) pacienti s T3151 mutaci dosahli CHR a
92 % MCR. Po dobu sledovani (median 56 tydnu; rozsah 2 — 140 tydnd) byla
odpovéd vétSiny pacientli stabilni. Mezi nejcastéjsSi neZzadouci ucinky patiily
trombocytopenie a neutropenie. Vazné nezadouci G¢inky jako méstnavé srdecni
selhani a intersticidlni plicni nemoc byly pozorovany u 1 % sledovanych. Davka 45
mg ponatinibu jednou denné byla oznafena jako maximalni tolerovatelna a byla
doporucena pro dalsi studie. Koncentrace ponatinibu v krvi po této davce
presahovala limit 23 ng/mL definovany v preklinické studii, ktery G¢inn¢ brani

vyvoji rezistentnich klon®®L,

V navazujici studii 2. faze bylo hodnoceno podavani 45 mg ponatinibu v jedné
denni davce u celkem 449 pacientli S CML V chronické, akcelerované i blastické
fazi a pacienti s Ph+ ALL®. Z 267 pacientii s CML Vv chronické fazi jich 56 %
dosahlo MCR, 46 % CCR a 34 % MMR. Ve skupiné s T3151 mutaci byly vysledky
70 %, 66 % a 56 %, v tomto potadi. To naznacuje vysokou efektivitu ponatinibu
Vv této podskupiné pacientli. Odhadovand mira udrzeni MCR po dobu nejméné 12
mesict byla 91 %. Nebyla detekovana zadna mutace rezistentni k ponatinibu. Mira
celkového preziti mezi pacienty, kteti dosahli MMR byla po 12 mésicich 94 %.
Nejcastejsi nehematologické nezéddouci U€inky byly vyrdzka (34 %), sucha kiize
(32 %) a bolesti bficha (22 %). Kromé hematologickych nezadoucich ucinki,
trombocytopenie (37 %) a neutropenie (19 %) se také pomérné Casto vyskytovaly
vazné tepenné trombotické ptihody (9 %). Mezi vySe zminéné nezadouci ucinky

patii dale pankreatitida, hepatotoxicita a krvaceni.

Pravé kvili zvySenému riziku tepenného ¢i Zilniho trombotického uzévéru byla po

jednom roce pred¢asné ukoncena studie 3. faze, kterd méla za cil porovnat ponatinib
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a imatinib u pacient s CML bez piedchozi 1é¢by®. Do studie bylo zafazeno 307
pacientli, zZnich vSak pouze 23 bylo sledovano alespoil 12 mésici. Median
sledovani pro celou populaci ve studii byl pouze 5,1 mésicl. Z tohoto divodu jsou
vysledky studie omezené. Po 12 mésicich dosahlo osm pacientd z deseti (80 %)
MMR ve skupiné€ ponatinibu oproti péti pacientiim ze tfinacti ve skupiné imatinibu
(38 %). Na druhou stranu 11/154 (7 %) pacienti dostavajicich ponatinib prodélalo
arterialni okluzivni ptihodu (angina pectoris, ischemicka choroba srde¢ni, bolest na
hrudi, koronarni arterialni stenéza, aj.) oproti 3/152 (2 %) pacientim ve skupiné

uzivajicich imatinib.

V soudasnosti je ponatinib v CR indikovan k 1é¢b& CML v chronické, akcelerované
nebo blastické fazi pfi rezistenci ¢i intoleranci dasatinibu nebo nilotinibu a u
pacientll, u nichZ neni vhodna dalsi 1é¢ba imatinibem. Dale je indikovan u pacient
S ptitomnosti mutace T3151. Mezi dals$i terapeutické indikace patii i Ph+ ALL pfi

rezistenci ¢i intoleranci dasatinibu®.

2.2.6. PreruSeni lécby TKI

V posledni dob¢ se u pacientd v chronické fazi CML s dlouhodobou CMR na 1é¢bu
TKI testuje moznost preruSeni jejich 1€¢by. Pfi¢inou nejsou jen vysoké néklady na
1écbu TKI, ale 1 fakt, Ze 1éCba neni prosta nezaddoucich ucinkt a dlouhodoby
bezpecnostni profil TKI neni vzhledem k stile pomérné kratké dobé jejich
klinického pouzivani dosud znam. VeéEtSim klinickym  studiim  predchazela
pozorovani jednotlivych piipadl ptrerusSeni 1écby, 1 piestoze po nich v nékterych

piipadech nasledoval relaps choroby®3%,

Jednou z prvnich klinickych studii byla prospektivni, multicentricka studie Stop
Imatinib (STIM)%. Do ni bylo zafazeno 100 pacientli v chronické fazi CML s CMR
trvajici alespon 2 roky, ktetfi uzivali imatinib déle nez 3 roky. Z nich 69 bylo
sledovano alespont 12 mésici (median 24 mésict, rozsah 13 —30 mésicu). Po

jednom roce bylo 27 pacientt stale v remisi s CCR. Do 6 mésict od pteruseni 1€cby
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imatinibem se choroba znovu objevila u 40 pacientl, za celou dobu trvéani studie to
bylo 42 (61 %) pacientl. Po op&tovném zahajeni 1é€by na ni vSichni opét reagovali,
26 pacientl dosahlo opétovné CMR. Vzhledem k rychlosti s jakou doslo k relapsu
choroby po vysazeni imatinibu se pravdépodobné jednalo o proliferaci rezidualnich
leukemickych bunck. Diulezitym aspektem studie bylo vyhledavani faktor(,
umoziujici doptedu identifikovat pacienty, ktefi budou mit profit z pieruseni 1éCby.
Mezi tyto faktory by podle vysledkl studie mohlo patfit muzské pohlavi, nizké
rizikové skore dle Sokala na pocatku studie a pfedchozi uzivni imatinibu po dobu

vice nez 50 mésicu.

Aktualizované vysledky této studie s medianem sledovani 77 mésict (rozsah 9 — 95
mésictl) ukézaly, Ze relaps choroby nastal v 61 % piipadi®. U vétSiny pacientl
(80 %), u kterych doslo k relapsu, se tak stalo do 3 mésicti po pieruSeni terapie.
Na druhou stranu drtiva vétSina pacientd (96 %) doséhla dalsi CMR po opétovném
zahajeni 1écby imatinibem. Z toho vyplyva, Ze vysazeni imatinibu neni spojeno

s vznikem rezistence na TKI.

Podobnych vysledkli bylo dosazeno i v australské studii TWISTER, které se
i¢astnilo 40 pacientti®’. Po dvou letech ziistavalo v remisi 47 % pacientil a k vétSing

relapsii choroby doslo béhém prvnich 4 mésict po preruseni 1éCby.

Ve studii DADI (dasatinib discontinuation trial) bylo pferuSeno podavani dasatinibu
u 63 pacientti v chronické fazi CML, ktefi dosahli DMR®. Do pil roku se
molekularni relaps objevil u 33 znich. Znovu jim byl nasazen dasatinib, 88 %
Z nich dosahlo opét molekularni odpovédi do 6 mésicii. V soucastnosti probihaji
dalsi studie preruseni 1é¢by i u ostatnich TKI%, Z doposud publikovanych vysledki
je zfeymé, ze pteruseni 1éCby je pro urCitou ¢ast pacientli bezpené. Nicméné, u
nezanedbatelného poctu pacientll, kteti dosahli CMR, dochézi po pteruSeni 1écby
k rychlému relapsu. Doposud také nejsou k dispozici data z dlouhodobého

pozorovani pacienttli, ktefi uspésné prerusili 1écbu TKI. Klicovym aspektem rovnéz
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zustava identifikace pacientd, u kterych nepovede pferuseni terapie k relapsu

choroby.

2.3. Terapeutické monitorovani lékovych hladin TKI

Terapeutické monitorovani 1é¢iv (,,therapeutic drug monitoring*, TDM) je proces,
ktery vsobé zahrnuje kromé stanoveni koncentrace 1é¢iva v Krvi pacienta i
klinickou interpretaci vysledki s cilem podat konkrétnimu pacientovi 1ék
vV optimalni davce. Ta by méla byt dostatecnd k navozeni poZadovaného efektu
(maximalizace U¢inku pii omezeni poddévkovani) a zarovein by méla zaruCovat
bezpecnost 1éCby a snizovat riziko vyskytu nezadoucich ucinku (minimalizace rizik
diky omezeni piedavkovani). Nutnosti pro sprdvnou aplikaci TDM, za ucelem
optimalizace farmakoterapie, je znalost farmakokinetiky 1é¢iva, Casu odbéru vzorku,
klinického stavu a anamnézy pacienta a v neposledni fad€ 1 pochopeni pouzité
analytické metody, v¢etné jejich limitaci. Na TDM se podili multidisciplindrni tym

zahrnujici, jak 1ékate a farmakology, tak také analytické chemiky ¢i toxikology.

Ne vSechny Iéky jsou vhodnymi kandidaty pro TDM. Aby mélo TDM vyznam, mél
by lék spliiovat alespon nékteré z nasledujicich kritérii: a) existence definované
korelace mezi koncentraci 1éku v plazmé a jeho ucinkem ¢i koncentraci v misté
ucinku b) definice terapeutického rozmezi, c) absence jiné moznosti klinického
monitorovani  U¢inku  Iéku, d) vyznamna interindividualni variabilita
farmakokinetickych parametrii, e) vysoky potencial 1ékovych interakci, f)
dostupnost validované analytick¢é metody. TDM se dlouhodobé uplatiiuje u
antibiotik, imunosupresiv, antiretrovirotik, antiepileptik ¢i psychofarmak. Jeho
vyznam vSak roste i v onkologii, a to zejména diky trendu individualizované

pécel®,

Urcované koncentrace 1éCiv pii provadéni TDM se odlisuji podle ¢asového odstupu

odbéru vzorku od podané déavky léku. Takto rozliSujeme maximalni (,,peak*)
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koncentraci (Cmax), ktera se zjist'uje 30 minut az 2 hodiny po skonéeni infuze nebo 2
az 8 hodin po peroralnim podani, v zavislosti na dob¢ potiebné k distribuci 1éku.
Dale je dilezita tzv. ,trough* koncentrace (Co), coz je hladina 1é€iva na konci

davkovaciho intervalu, kdy se vzorek odebira tésné pred aplikaci dalsi davky.

Terapeutické rozmezi dan¢ho 1é€iva, které je definovadno jako oblast koncentraci,
pod jejiz dolni hranici je terapeuticka odpovéd’ na 1€k malo pravdépodobna a nad
jejiz horni hranici se jiz dalSi terapeutické zlepSeni neptfedpokladd a zvySuje se
riziko vzniku toxicity, neni pro vSechny pacienty stejné. Byva Casto urCovano
Vv prvnich fazich klinického hodnoceni 1éku na obvykle omezené skupiné zdravych
dobrovolnikl ¢i pacientl. Farmakokinetiku 1éku vSak ovliviiuje mnoho faktort.
Zejména jsou to: vek, hmotnost, pohlavi, funkce jater, ledvin a dalSich organii,
geneticky polymorfismus genll pro enzymy metabolizujici 1é¢iva, stav onemocnéni
nebo soucasné podavani jinych 1€ka. Dal§im vyznamnym ¢initelem muize byt vazba
na plazmatické bilkoviny. Analytickymi metodami se v mnoha piipadech stanovuje
celkova koncentrace 1é¢iva v plazmé, vazana i volna frakce. Predpokladem je, Ze
jsou ob¢ frakce vrovnovaze. Pokud vSak dojde ke zméné, at’ uz v dusledku
onemocnéni (poruchy jater vedouci ke sniZzené tvorbé albuminu, apod.), nebo pii
soucasném uziti vice 1é¢iv kompetujicich o vazbu na bilkoviny, miize to vést ke
zvySeni/snizeni volné frakce léc¢iva a stejné tak 1 UCinku. Neméné dilezitym
faktorem je také pritomnost aktivnich metabolitd nékterych 1€Civ, s ¢imz souvisi i
vyse zminéné rozdily v genotypu pacientl (,,rychli vs. pomali metabolizatoti®). Pro

spravnou interpretaci je proto vhodné sledovat i hladiny aktivnich metabolit.

2.3.1. Analytické metody pro TDM

Ke stanoveni koncentrace 1éCiv v télnich tekutinach se pouZzivaji imunochemické,
elektromigracni, elektroforetické ¢i chromatografické metody. Zlatym standardem
mezi analytickymi metodami pouzivanymi pro TDM rtznych 1ékovych skupin je
Vv soucasnosti kapalinovd chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni

detekci (LC-MS/MS). Mezi ptednosti tohoto systému patii zejména Siroké vyuziti
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a vysoka citlivost, umoziujici dosazeni velmi dobrych hodnot limiti detekce
a kvantifikace. Oproti imunochemickych metodam je LC-MS/MS také
selektivnéj$i a umoZnuje 1 soucasné stanoveni hlavnich metabolitli monitorovanych
1é¢iv. Rozsifeni LC-MS/MS z vyzkumnych pracovist’ do vétsiho poctu klinickych

laboratofi vSak brani vysoka cena instrumentace a naroky na obsluhu.

2.3.2. Validace analytickych metod

Aby mohla byt metoda zavedena do klinické praxe, musi projit validaénim
procesem. Ten je podrobné popsan ve smérnicich lékovych agentur, napi. FDA! ¢&i
EMA2, Validaci se potvrzuje, Ze Girovefh méfeni je dostateéna a metoda spolehlivé
spliiuje nasledujici parametry: Selektivita, spravnost (bias), preciznost, extrakéni
ucinnost, stabilita, linearita, mez detekce (,limit of detection, LOD) a
stanovitelnosti (,,limit of quantification, LLOQ), vliv matrice vzorku a carry-

overlos,

Selektivita (,,selectivity) je definovana jako schopnost metody spravné a piesné
stanovit dany analyt v pfitomnosti interferujicich latek ve vzorku. Pro stanoveni
selektivity v bioanalytickych metodach se analyzuji blankové vzorky matrice
pochazejici z riznych zdroji (napt. vzorky plazmy od riznych lidi). Selektivitu je
nutné prokazat na urovni LLOQ vzhledem ke kalibra¢nim vzorkiim. Interference
mohou zpusobovat jak endogenni latky (peptidy, sacharidy, lipidy, apod.), tak i
exogenni latky (napf. jiné soucasné podavané léky). Pokud existuje vysoka
pravdépodobnost, Zze pacienti uzivaji nebo mohou uzivat vice 1€kli soucasné, je
nutné pii validaci ovéfit, ze zadny znich neinterferuje s méfenym analytem.
Stanovuje-li metoda vice analytl soucasné, je tfeba urCit selektivitu pro kazdy

Z nich.

Spravnost (,,accuracy*) se stanovuje opakovanou analyzou vzorku o znamé
koncentraci analytu. Naméfend koncentrace se nesmi liSit o vice nez 15 % (bias)

od skutecné, jen v pripadé LLOQ je tolerance 20 %. Dle FDA se spravnost uréuje
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na alespon tfech koncentra¢nich hladinach v celém rozsahu metody. Minimalni
pocet opakovanych méieni pro jednu koncentraci je pét. Mirou spravnosti je

odchylka v procentech, ktera by méla byt co nejmensi.

Preciznost (,,precision*) metody se urCuje opakovanou (min. pocet opakovani: 5)
analyzou stejného vzorku. Opét se pozaduje urCeni preciznosti na vicero
koncentra¢nich trovnich. Metoda je precizni, pokud se vysledky jednotlivych
méfeni od sebe nelisi. Vyjadiujeme ji jako koeficient variace (,,coefficient of
variation®, CV), ktery by nemé&l byt vys$si nez 15 %, nebo 20 % na trovni LLOQ.
RozlisSujeme preciznost béhem jednoho méfeni (,,within-run®), mezidenni a
mezilaboratorni (téZ oznaCovdna jako reprodukovatelnost; urCuje se pouzZitim

metody na jiném pfistroji S jinou obsluhou).

Extrakéni ucinnost (,,recovery”) se vypocita jako pomér odezvy detektoru
z mnozstvi standardu analytu pfidaného a extrahovaného danym postupem
Z biologické matrice proti stejnému mnozstvi Standardu meéfeném v Cistém

rozpoustédle. Je dilezité, aby extrakéni ucinnost byla opakovatelna.

Zavislost mezi koncentraci analytu a odezvou analytu mé byt v celém pracovnim
rozsahu metody linearni. Kalibra¢ni kiivka ma sestavat z nejméné 6 bodi vcetné
LLOQ a ma rovnomérné pokryvat cely rozsah metody. Kalibra¢ni standardy maji
byt pfipraveny ve stejné matrici jako analyzované vzorky. Funkci kalibracni
zavislosti je rovnice regrese. Zpétn¢ vypoctené koncentrace kalibracnich standardi
se nemaji lisit o vice nez 15 % od nomindlni koncentrace. Jen v ptipadé¢ LLOQ je
tolerance 20 %. Citlivost metody, tj. LOD a LLOQ lze ur¢it n¢kolika zptisoby: LOD
se rovna trojnasobku vybérové smeérodatné odchylky (SDpiank), vypoctené na
zakladé méteni alespoit 10 vzorkl blanku. LLOQ pak lze urcit jako trojnasobek
LOD. Experimentdln¢ se LLOQ stanovi opakovanym méfenim vzorka
s koncentraci analytu v blizkosti poZadované citlivosti. LLOQ se pak rovna nejnizsi

koncentraci, pii které je dosazena spravnost do 20 % a preciznost CV < 20 %%,
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Citlivost byva Casto zasadnim parametrem bioanalytickych metod. Dosazeni vysoké

o 24

V pritbéhu validace metody je nutné ovéfit stabilitu analyt 1 internich standardi
ve vzorcich a zasobnich roztocich. Chemicka stabilita analytu zavisi piedev§im na
jeho struktute, dale na skladovacich podminkéch (zejména teplot€), matrici, ve které
je rozpu$tén, aobale, ve kterém je uchovavan. V prubéhu validace se sleduje
stabilita analytd pfi vSech procesech, od odbéru vzorku a jeho transportu do
laboratofe, béhem piipravy vzorku a ulozeni v autosampleru, az po stabilitu po
kratkodobém (hodiny az dny) a dlouhodobém skladovani (tydny az mésice; obvykle
uchovavané ve zmraZeném stavu), véetné stability po nékolika cyklech zmrazovani
arozmrazovani vzorku. Procentualni ubytek analyti ve vzorku se stanovuje

porovnanim s Cerstve pfipravenymi vzorky.

V ptipad¢ LC-MS/MS a dalsich analytickych systémt zaloZenych na hmotnostni
spektrometrii je pfi vyvoji a validaci metody dulezité brat zietel na matricové
efekty. Jsou ¢astou pricinou chyb pii pouziti LC-MS/MS a kromé¢ zhorsSeni citlivosti
metody mohou, pokud nejsou eliminovany ¢i kompenzovany, znemoznit jeji
uspéSnou validaci. Vznikaji disledkem rozdilné tUc¢innosti ionizace analyt
za pritomnosti sloZzek matrice (anorganické soli, lipidy, jiné analyty) vstupujici do
hmotnostniho spektrometru sou€asné. Mechanismy vzniku matricovych efektl
zavisi mimo jiné 1 na typu pouzité ionizacni techniky. Obecné se matricové efekty
vyskytuji Castéji pti pouziti elektrospreje (ESI) nez v ptipadé chemické ionizace za
atmosférického tlaku (,,atmospheric pressure chemical ionization®, APCI). Zmény
v uinnosti tvorby a odpafovani kapek zplsobené pfitomnosti netékavych latek
ovliviiuji pocet iontd v plynné fazi, které se dostanou do detektoru. Matricové
efekty se projevuji obvykle jako snizeni odezvy analytu zptisobené potlacenim jeho
ionizace. Nicméné¢, v nékterych pfipadech muze dochazet i ke zvySeni odezvy, tzv.
iontovy ,.enhancement“!%, Absolutni matricovy efekt se stanovi porovnanim

odezvy analytu ve vzorku pfipraveném s danym typem matrice a odezvy analytu ve
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vzorku pfipraveném v roztoku vhodného rozpoustédla bez matrice. Ke
kvalitativnimu hodnoceni matricovych efektii se pouziva metoda post-kolonové
infaze, s jejiz pomoci lze uréit oblasti chromatogramu, kde k matricovym efektim
dochazi!®. Vaznym problémem mohou byt relativni matricové efekty, jejichz
podstatou je rlznd pfitomnost latek ovlivityjicich ionizaci v riznych SarZich
jednoho typu matrice (napft. krevni plazma od rtiznych darct). Pti validaci je proto
zadouci analyzovat dostateCné mnoZstvi matric z riznych zdrojii. Dale se lze setkat
s kumulativnim matricovym efektem, ktery vznikd po eluci siln€¢ zadrzovanych
latek pochazejicich z ptfedchozich analyzovanych vzorkli. V pfipadé pouziti
chromatografickych kolon s reverzni stacionarni fazi to byvaji siln€ hydrofobni
lipidy. Ovliviiuji odezvu analytd v dalSich vzorcich prakticky nahodné, nebo se
projevuji postupnym sniZzovanim intenzit analytl. Ne vzdy je moZné matricové
efekty pouzitim vhodného zpisobu piipravy vzorkii a chromatografické metody
zcela odstranit. V takovych ptipadech je nutné je kompenzovat pouzitim vhodnych
internich standardii, aby nemc¢ly negativni vliv na preciznost, spravnost a dalsi
parametry metody. Nejvhodnéj$i jsou pro tento ucel izotopicky znafené interni
standardy. Jejich chemicka struktura je stejna jako u analytu, nékolik atomu
(obvykle se jedna o vodik, uhlik ¢i dusik) je vSak nahrazeno téz$im izotopem.
Chemické vlastnosti a retencni chovani izotopicky znafenych standardil zistavaji
tém&f shodné sanalyty, jejich molekularni hmotnost je vSak rozdilnal®®.
V hmotnostnim spektrometru jsou tedy detekovany s odliSnym pomérem hmotnosti
ku naboji (,,mass to charge ratio*; m/z). Predpokladem jejich pouziti k eliminaci
vlivu matricovych efektii je, Ze jejich ionizace je ovlivnéna stejné jako ionizace
analytl. Nicméné, nelze na to spoléhat ve vSech ptipadech a vzdy je tieba matricové

efekty peclivé vyhodnotit.

Zejména vysokopropustné (,,high throuhput™) a online metody jsou citlivé na carry-
over efekt, jehoz pfitomnost je tfeba pii validaci ovéfit. Jednd se o kontaminaci
méfeného vzorku vzorkem ptredchozim, at” uz kviili nedostatecné eluci analytu ¢i

jeho prenosu nastiikovaci jehlou. Carry-over efekt se projevuje postupnym
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zvySovanim odezvy v po sobé¢ jdouci fad¢ vzorki. Existuji rizné metody testovani
piitomnosti carry-over efektu i zjiStovani jeho piic¢iny. Orientacné jej Ize otestovat
analyzou blankového vzorku bezprostiedné po tad¢ nékolika vzorkl s vysokou
koncentraci analytu. Carry-over efekt neni pfitomen, pokud v blanku nedetekujeme
zadnou odezvu. Pro pifesnéjsi stanoveni miry carry-over efektu se analyzuje série
deseti LLOQ vzorka, dale série deseti vysoko koncentrovanych vzorcich a hned
potom dalsich deset LLOQ vzorkt. Méfené intenzity v druhé sérii LLOQ vzorkt by
nemély ptresahnout 120 % primérmé odezvy prvnich LLOQ vzorkid. Takto se

stanovi vliv carry-over efektu v linedrnim rozsahu metody*?’.

Bez validace nelze metodu pouzit pro zaddnou klinickou aplikaci v€etné TDM.
Validaci se potvrzuje a dokumentuje spolehlivost analytické metody a vhodnost pro

zamyslené pouZiti.

2.3.3. Vysokopropustné analytické systémy pro rutinni TDM

LC-MS/MS patii k nejpouzivanéj$Sim systémim pro rutinni monitorovani léCiv.
Jednim z diivodl je 1 moznost stanoveni vice analytli soucasné za pouziti jediné
metody!®. Nicméng, stile se vyvijeji nové analytické platformy, alternativni ke
klasickému LC-MS/MS. Krom¢ splnéni vSech valida¢nich parametrii a zajisténi
dostatecné citlivosti metody je duraz je kladen i na jeji rychlost a nakladovost.
Vysoka prostupnost metody umoziiuje zkratit asovy interval od zadani pozadavku
lIékafem do obdrzeni vysledki (,,turn-around time*). Tyto metody se ve velké mire
uplatiuji ve farmaceutickém pramyslu pii vyvoji novych 1é¢iv (,,high throughput

screening).

Jednim z prvnich krokli smérem ke zrychleni analyz bylo zmenSeni rozméru ¢astic
(pod 2 mikrony) nesoucich stacionarni fazi v kolonach a aplikace vysokého tlaku
(ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie, UHPLC). Prvnim komercné

dostupnym UHPLC systémem byl ACQUITY UPLC® od firmy Waters® (2004).
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Metody pievedené z klasickych HPLC systéma na UHPLC jsou nékolikanasobné

rychlejsi, v mnoha piipadech i pod 1 minutu na vzorek®°,

PouZitim preparativnich kolon, které umoziiuji rychly turbulentni tok mobilni faze
lze zkratit dobu nutnou pro piipravu vzorkli. Pii vysokém pritoku jsou
odstranovany ptredevsim velké molekuly proteinti. Dochazi tak ke kombinaci
chromatografické a velikostné-vyluCovaci (size-exclusion) separace. Komer¢né je
tato technologiec znama pod nazvem TurboFlow od firmy Thermo Fisher
Scientific™, Metodu pro monitorovani deviti TKI a jejich metabolitd v krevni
plazmé, zaloZenou na automatickém systému turbulentniho toku ve spojeni
s kapalinovou chromatografii s tandemovou hmotnostni detekci, vyvinul Couchman
a kol. vroce 20120 Analyza jednoho vzorku trvala 7 minut. K zajisténi
spolehlivosti kvantifikace byly pouZzity izotopicky znacené interni standardy.
Preciznost, vyjadiena jako CV byla < 11 %, spravnost byla v interaviu 89 — 117 %
pro vSechny analyty. Metoda byla prosta matricovych efektl, byla pln¢ validovana

a pouzita pro meteni klinickych vzorkd.

Zapojeni preparativnich a analytickych kolon paralelné¢ spolu s automatickym
pfepindnim ventill umoZiuje plné vyuZiti pracovniho ¢asu hmotnostniho
analyzatoru. Komer¢né je dostupnych nékolik takovych automatickych systémi,
napf. FastQuan™ (Thermo Fisher Scientific™), StreamSelect LC/MS System
(Agilent Technologies) ¢i Co-Sense (Shimadzu). Tyto platformy nalezaji uplatnéni

zejména v laboratofich farmaceutickych firem a velkych nemocnic.

Analyzovat vzorky pomoci hmotnostni spektrometrie 1ze i bez pouziti separacnich
metod jako je HPLC nebo plynova chromatografie (,,gas chromatography*; GS).
Takovym ptipadem je ambietni ionizacni technika pfimé analyzy v redlném Case
(,,direct analysis in real time“, DART). lonty zpovrchu vzorku vstupuji
do hmotnostniho spektrometru unasené v proudu plynu, ktery obsahuje vnitiné
excitované atomy nebo molekuly. Vzorky mohou byt v pevném (tablety, potraviny,

vlasy, apod.) ¢i kapalném stavu (mo¢, krev, sliny). Mezi dal$i ambientni techniky
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fadime mimo jiné desorp¢ni elektrosprej (DESI), nebo ionizaci sprejem z papiru
(,,paper spray ionization*, PSIl). Metodu na terapeutické monitorovani imatinibu,
zaloZenou na posledni zminéné technologii, vyvinul D’Aronco a kol.!L. 1 piesto, ze
tato metoda nevynikala preciznosti (pruimérny CV byl 20,4 %), poskytovala
obdobné vysledky jako zavedena LC-MS/MS metoda. Podobné ani citlivost
nedosahovala irovné¢ LC-MS/MS metod, LLOQ bylo 251 ng/mL. Na druhou stranu
tato metoda je velice jednoducha, rychla a levna. Hodi se tedy spiS pro rychly
screening krevni hladiny, nez pro piesné stanoveni koncentrace 1é¢iva. Nicméné,
metody zalozené na ambientni ionizaci stdle nejsou V rutinni klinické praxi ptilis

rozsifené.

Jiny pfistup pfedstavuje nastiik vzorku pfimo do toku mobilni faze (,,flow injection
analysis“, FIA) nasledovany hmotnostni detekci s vynechanim chromatografické
separace, coz umoziiuje vyrazné zrychleni analyzy. VSechny slozky vzorku vcetné
analytd jsou pfivadény do hmotnostniho spektrometru soucasné, coz miize mit za
nasledek vyrazné matricové efekty a potlaceni signalu analyzovanych latek. Dale
dochazi k rychlejsimu zaneseni iontového zdroje spektrometru a je nutné jeho
Castj$i ¢isténi. Micova a kol. vyvinula FIA metodu pro monitorovani ¢ty TKIM2,
Presné kvantifikace bylo dosazeno pouzitim izotopicky znacenych standarda.
Analyza jednoho vzorku trvala 55 sekund. Pii nasttiku vzorkl ithned za sebou, jesté
pfed koncem analyzy vzorku pfedchoziho, se trvani analyzy snizilo na pouhych
19 sekund. Za ucelem zvySeni citlivosti byl snizen pratok v dobé, kdy vzorek
doputoval do iontového zdroje. To umoznilo zvysit pocet bodll na pik a snizit vliv
matricovych efektd. Citlivost metody i1 jeji vysledky byly srovnatelné s rutinni
LC-MS/MS metodou, coz bylo potvrzeno analyzou stejnych klinickych vzorki

na obou platformach.

Vynechani chromatografického kroku je charakteristické 1 pro dal§i analytickou
platformu, casto pouzivanou pro terapeutické monitorovani 1é¢iv, a sice online

extrakci na pevné fazi ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii
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(,,solid-phase extraction coupled to tandem mass spectrometry”, SPE-
MS/MS)113114 - K zakoncentrovani analytli a odstranéni slozek matrice zde slouzi
SPE patrona, naniz je vzorek po nasati z 96-jamkové desticky (faze aspirace, obr.
4) aplikovan v proudu mobilni faze A (vodna faze pfi pouziti SPE patron s reverzni
stacionarni fazi). Analyty se zachyti na SPE patroné, slozky matrice jsou pak
odplaveny do odpadu (faze aplikace, obr. 4). Po pfepnuti ventili jsou analyty
zpétnym proudem eluéni mobilni faze B (organicka) eluovany do hmotnostniho
spektrometru, kde jsou detekovany (faze eluce, obr. 4). Pfi tom dochazi zaroven
Kk proplachu nasavaci smycky c¢isticim roztokem (mobilni faze C). Pred nasatim
dal$iho vzorku je cely systém reekvilibrovan (faze reekvilibrace, obr. 4). Odstranéni
balastnich latek ze vzorku snizuje miru matricovych efekti a zvySuje citlivost
metody. Analyza jednoho vzorku obvykle trva okolo 15 — 30 sekund. Optimalizovat
Ize slozeni a prutoky mobilnich fazi, trvani jednotlivych krokl, vybér stacionarni
faze SPE patrony, apod. Komeréné dostupnym online SPE-MS/MS systémem je
RapidFire od firmy Agilent. Tento systém byl vyuzit pro vyvoj a validaci nové
vysokopropustné metody pro TDM tfi TKI a bude popsan Vv experimentalni ¢asti

této disertacni prace.
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V nésledujicim piehledu jsou shrnuty dosud publikované vysledky populacnich
farmakokinetickych studii, tykajicich se TKI. Rutinni monitorovani hladin TKI,
jako ho naptiklad zname u imunosupresiv, dosud neni vSeobecné zavedeno.
Nicméné, vysoka interindividualni farmakokineticka variabilita a prokazané vztahy

mezi expozici a t¢inkem u mnoha TKI, z nich tvofi vhodné kandidaty pro TDM**°,

2.3.4. TDM imatinibu

Vysledky nékolika klinickych studii poukazuji na existenci korelace mezi
koncentraci Co imatinibu a odpovédi na lé€bu CML. Larson a kol. uvadi, Ze
plazmatické koncentrace imatinibu, stanovené po 29 dnech lécby (400 mg, 1x
denng) byly vyznamné vyssi (1009 + 544 ng/mL) u pacientl (n = 297), kteti dosahli
CCR, nez u pacientii (n = 54; 812 = 409 ng/mL), ktefi této odpovédi nedosahli?®,
K podobnému zavéru dospél 1 Picard a kol. ve své studii zahrnujici 68 pacientt,
uzivajicich imatinib 1 rok a déle. Pacienti s MMR m¢li signifikantné vyS$si hladiny
imatinibu v plazmé, 1452 + 649 ng/mL, ve srovnani s pacienty, ktefi této odpovédi
nedoséahli (869 + 427 ng/mL)!. Udrzovani plazmatické hladiny imatinibu nad
urovni 1000 ng/mL se podle téchto a dalSich studii zd4 byt podstatnym faktorem
k dosazeni CCRM819  Demonstrovana byla také existence vztahu mezi
plazmatickymi hladinami imatinibu a klinickou odpovédi i u pacienti s GIST?,
Koncentrace imatinibu pro dosazeni delsiho obdobi bez progrese by u téchto

pacientti neméla poklesnout pod 760 ng/mL*?1,

Naproti tomu Racil a kol. ve své multicentrické studii, ve které analyzovali jak
plazmatické hladiny imatinibu, tak i jeho intracelularni koncentrace v leukocytech
z periferni krve od 228 pacientti S CML, dosel k zavéru, ze pravidelné monitorovani
hladin imatinibu v t&chto dvou kompartmentech nemé vyznam v klinické praxil??.
V této studii nebyl pozorovan rozdil v hladindch imatinibu u pacientii s optimalni ¢i
suboptimalni 1é¢ebnou odpovédi. K podobnému zavéru dospél i Faber a kol. po
analyze dat ze stanoveni plazmatickych koncentraci imatinibu u celkem

131 pacientii, 1é¢enych alesponi 18 mésic!?®. V této studii se také nepodafilo
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prokézat vztah mezi méfenymi hladinami imatinibu a odpovédi na 1écbu
definovanou podle doporuceni ELN. Na druhou stranu stejnd skupina pozorovala
na dvou ptipadech, ze zvySeni denni davky imatinibu vedlo k dosazeni optimalni
odpovédi. Dva pacienti, ktefi dosahli pouze suboptimalni odpovédi, méli nizké
hladiny imatinibu v plazmé (613, respektive 765 ng/mL, prumér ze 7 méfeni).
Zvyseni davky ze 400 na 600 a 800 mg denné¢ vedlo k nartistu plazmatickych
koncentraci na 1790, respektive 1416 ng/mL (primér ze 6 méteni) a k dosaZeni

MMR béhem dalsich 15, respektive 6 mésicli 168by*?4,

Jak bylo zminéno vySe imatinib se obecné ve zvySené mife vaze na bilkoviny
krevni plazmy, zejména na albumin a AGP (alphal-acid glycoprotein)?®, Vzhledem
k relativné stabilnim koncentracim albuminu v lidské plazmé, nema tento faktor
podstatny vliv na farmakokinetiku imatinibu, coz bylo potvrzeno populaéni
farmakokinetickou studii?®®. Na druhou stranu hladiny AGP, ktery preferen¢né vaze
bazické a neutrdlni 1éCiva, jsou variabilni a odviji se od aktudlniho zdravotniho
stavu pacienta (protein akutni faze)'?’. Dle Gambacorti-Passerini a kol. vyssi
hladiny AGP vézajiciho imatinib a s tim souvisejici niz§i hladiny volného inhibitoru
maji za nasledek niz§i G¢innost 1é¢by'?®. Proto samotné stanoveni plazmatické
hladiny imatinibu neni plné spolehlivy indikdtor jeho tu¢innych bunécnych
koncentraci'?®. Widmer a kol. provedl populaéni farmakokinetickou analyzu, v niz
potvrzuje vliv AGP na volné koncentrace imatinibu'®*®. Rovnéz navrhuje fesent,
spoCivajici v rutinnim sledovani celkovych plazmatickych hladin AGP spolecné
s celkovym plazmatickym imatinibem a nésledné odvozeni volné a ucinné
koncentrace imatinibu, kterd po porovnani s obvyklymi koncentracemi muze byt
pouzita pro upraveni davkovéani imatinibu v pifipad€ suboptimalni odpovédi na

lé¢bu.

Zajimavy zpusob jak obejit vySe zminéné problémy v interpretaci plazmatickych
hladin imatinibu je monitorovani koncentrace imatinibu piimo v cilovych bunkach

v periferni krvi!3l, Imatinib vstupuje do bun&k pomoci transportéru organickych
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kationt 1 (,,organic cation transporter 1*“; OTC1) a je vyluCovan dvéma hlavnimi
efluxnimi transportnimi systémy: P-gp a protein rezistence rakoviny prsu (,,breast
cancer resistance protein“; BCRP)!32133 Funkéni aktivita influxniho systému OCT,
ktera je variabilni mezi pacienty s CML, podle White a kol. vyznamné koreluje

s klinickou odpovédi na 1é¢bu a miiZze mit prediktivni charakter!,

V soucasnosti probiha prospektivni klinicka studie OPTIM IMATINIB, ktera by
méla zhodnotit vliv individualizace davkovani imatinibu podle vysledk méfeni Co
na dosazeni MMR vpribshu 12 mésici'®. Jeji vysledky dosud nebyly
publikovany.

Zéaveérem lze shrnout, Ze monitorovani plazmatickych hladin imatinibu a jejich
vyhodnocovani v souvislosti s 1é¢ebnou odpovédi, ma své misto v péci o pacienty
sCML. A to zejména pii individualizaci davkovéani'®®, pfedchdzeni nezadoucich

137 a sledovani adherence a compliance pacienti!®®. Vy$§i vyznam ma

ucinkt
sledovani hladin imatinibu ptfedev§im u pacientdl, ktefi na lé€bu neodpovidaji

optimalng.

2.3.5. TDM dasatinibu

Wang a kol. pozorovali vyznamnou asociaci mezi vazenou prumérnou
plazmatickou koncentraci dasatinibu Vv ustaleném stavu a MCR. Dale uvadéji i
pozorovani vztahu mezi hladinou Co a vyskytem pleuralniho vypotku, kde roste
riziko snasobkem 1,22 skazdym zvySenim této koncentrace o 1,0 ng/mL**,
Primérnd koncentrace Co byla u pacienti, uzivajicich 100 mg dasatinibu jedenkrat
denné 2,61 ng/mL (vyskyt pleurdlniho vypotku: 11,0 %) a u pacientt, uzivajicich
70 mg dvakrat denn¢ 6,71 ng/ml (vyskyt pleuralniho vypotku: 22,0 %). Tato a dalsi
studie vedly kuréeni maximalni hranice plazmatické koncentrace dasatinibu na
konci davkovaciho intervalu na 2,5 ng/ml**’. Podavani dasatinibu 100 mg jednou

denné je pro tento ucel vhodngjsi, nez jiné rezimy davkovani®®’,
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Pacienti s Ph+ ALL, kterym byl podavan dasatinib, a u kterych byla prokazana
mutace T3151, méli niz8i plazmatické hladiny dasatinibu ve srovnani s pacienty bez
této mutace*!. Vzhledem k tomu, ze mutace BCR-ABL kinazy se miize objevit
i béhem terapie, doporucuji autofi studie, aby maximalni plazmaticka koncentrace
(Cmax) po podani dasatinibu ptekrocila hranici 50 ng/mL. Vyssi kratkodoba
expozice dasatinibem ma za cil sniZit riziko vzniku mutaci 1 v pfipad¢ pacientl S
CML'¥. Rousselot a kol. uvadi, ze pokud byla pacientim v chronické fizi CML
upravena davka po 15 dnech uzivani dasatinibu, tak aby vysledna Co byla nizsi nez
1,5 ng/mL (median sniZzeni z 2,5 ng/mL na 1,0 ng/mL), byla mira pferuseni terapie
jen 13 % oproti 27 % ve skupiné pacientd, které davkovani dasatinibu upraveno
nebylo*2. v této studii byla dale pozorovdna asociace mezi hladinou Cpax

dasatinibu a klinickou odpovédi.

Monitorovani plazmatickych hladin dasatinibu je tedy vhodné z divodu
ptedchazeni jeho toxicity (Co < 2,5 ng/mL) a zajisténi klinické u¢innosti (Cmax > 50
ng/mL), ale i kvili jeho vysoké interindividudlni variabilit¢ po podani stejné

davky*®,

2.3.6. TDM nilotinibu

Na zéklad¢ vysledkli japonské studie je nizka expozice nilotinibu pfticinou
netspéchu 1é¢by a jeho cilova Co byla uréena na 800 ng/mL'*3. Na druhou stranu
nilotinib kompetitivné inhibuje enzym uridin difosfat glukuronosyltransferazu
(UGT1A1). Tato inhibice je zavisla na davce nilotinibu a ma za nasledek sniZeni
glukuronidace biliribinu a zvyseni jeho hladiny*+ ¢, Vyi§i nebezpe¢i hrozi
pacientim s UGT1A1*6/*6, *6/*28 a *28/*28 genotypy, jejichz mira glukuronidace
je niz§i'4"48 Témto pacientim by meéla byt sniZena davka na 200 az 150 mg
nilotinibu dvakrat denng, popiipadé vybran jiny TKI¥*®, U pacientii s uvedenymi
polymorfismy totiz vede doporu¢ovana koncentrace v 50%  pripadi
k hyperbilirubinémii 3. a 4. stupn&'®. Co U téchto pacienti by méla byt 500 ng/mL,

aby byla zajiSténa dostate¢na UCinnost a minimalizovany rizika. Na pocatku 1écby
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je, i vzhledem k velice variabilni absorpci, vhodné monitorovat plazmatické hladiny

kazdy tyden®®’.

2.3.7. TDM bosutinibu

V piipadé¢ bosutinibu pii davkovani 500 mg jednou denné byla pozorovana slaba
asociace mezi jeho plazmatickymi koncentracemi a incidenci, ale ne zdvaZnosti,
prijmi a vyrazek. Na druhou stranu vztah mezi jeho hladinami a nauzeou,
zvracenim, neutropenii, trombocytopenii a elevaci aminotransferaz pozorovan
nebyl. CCR a MMR u dosud neléénych pacientii v chronické fazi CML byly

151 1 pfes prozatimni omezenou

asociovany s mirou jeho plazmatickych hladin
dostupnost dat o vztahu mezi expozici a odpovédi u bosutinibu by mohla byt
nejpragmatictéjsi cilovd hodnota v plazmé rovna medidnu Co pii schvaleném

davkovani 500 mg jednou denné, a to 147 ng/mL*®2,

2.3.8. TDM ponatinibu

Déavkovani ponatinibu tizce souvisi s intenzitou jeho nezaddoucich ucinki, zeyména
pankreatitidou, svédénim, srdeénim selhdnim a arteridlni okluzi'®. Na druhou
stranu ponatinib zabranuje vzniku mutaci BCR-ABL kinazy pii koncentraci 23
ng/mL a vy3si®t. Schvalené davkovani ponatinibu je v soudasnosti pii zahdjeni
1é¢by 45 mg denné®. Individualizace terapie, na zdkladé vyhodnoceni hladin
ponatinibu, by mohla vést ke sniZeni miry nezadoucich U¢inkli se soucasnym
zachovanim ucinnosti. Za timto ucelem se jevi jako vhodnéjsi strategie zacinat
Sniz8imi davkami ponatinibu (15 mg denné). Pokud nebude dosazena cilova
hodnota Co 23 ng/mL, pak je mozné davku zvysit na 30 mg denné'®. Rutinni
monitorovani hladin ponatinibu neni Vv soucasnosti zavedené, a je provadéno spise

na experimentalni bazil!®.
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2.4. Biotransformace TKI

Studium biotransformace 1¢é¢iv je nejen vyznamnou soucasti procesu jejich vyvoje,
ale je také nezbytné pro pochopeni mechanismu vzniku nezddoucich ucinkd,
lékovych interakci €1 vlivu genetického polymorfismu na jejich G€inek. K objasnéni
metabolismu 1é¢iv se pouzivaji jak rtzné in vitro metody, zalozené na pouziti
subcelularnich frakei ¢i celych organt, tak i in vivo studie na zivych tvorech, v¢etné
Cloveéka. Urceni chemické struktury metabolitu a jeho kvantifikace v biologické
matrici neni snadné a obvykle je k tomu zapotiebi pouziti kombinace vice
analytickych metod. Kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni detekei (LC-
MS) je v soucasnosti jednou z nejpouzivangjsich technik pro profilovani metabolitl

1é¢iv 1 jejich kvantifikaci.

VétSina pouzivanych 1é¢iv je pomérné hydrofobnich. Tato vlastnost totiz tzce
souvisi s dobrou absorpci po peroralnim podani, prestupem pfes membrany a
interakci s molekularnim cilem 1é¢iva. Nicméng, aby takové latky mohly byt z téla
eliminovany je zapotiebi pied tim zvysit jejich polaritu a rozpustnost ve vod¢. To je
cilem metabolizace — biotransformace, probihdjici v riznych organech, predev§im
v jatrech (obr. 5). V 1. fazi biotransformace dochazi ke vneseni ¢i odkryti polarni
skupiny, zejména oxidaci, redukci ¢i hydrolyzou. Mezi enzymy katalyzujici tyto
reakce fadime rodiny cytochromd P450 (CYP), monoaminooxydazy,
cyklooxygenazy, alkoholdehydrogenazy, nespecifické esterazy a amidazy. Faze II.
pak zahrnuje konjugaéni reakce s endogenimi polarnimi molekulami, znichZ
nejvetsi vyznam ma glukuronidace, sulfatace, acetylace a konjugace s glutathionem
(GSH). GSH se nachazi v bunkach ve vysokych koncentracich a v metabolismu
1é¢iv se uplatiiuje jeho schopnost vychytdvat reaktivni elektrofilni intermediaty.
V pribéhu metabolizace obvykle vznikaji metabolity s nizsi ¢i zddnou biologickou
aktivitou ve srovnani s parentni molekulou. Mnohdy se tvofi i metabolity s vyssi
aktivitou — parentni latka je pak oznacovana jako prolécivo. Bioaktivaci mohou také

vznikat toxické metabolity, zpisobujici klinicky zavazné nezddouci ulinky
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(napf. hepatotoxicita N-acetyl-p-benzochinon iminu, metabolitu analgetika
paracetamolu). Objasnéni vzniku farmakologicky aktivnich ¢i toxickych metabolitt

ma velky vyznam, o CemZ svédéi i smérnice lékovych agentur™®,

Polarni metabolity

Faze I.

(oxidace) R-OH

, S Faze Il.
s e (konjugace)

. / ( !‘- ) ,“ fi w @
[ INC =
1 2| s

PP e

Faze ll.
(konjugace)

Exkrece do stolice

Obrazek 5. Obecné schéma biotransformace xenobiotik.

2.4.1. Studium biotransformace pomoci LC-MS

Identifikace a ureni chemické struktury metabolitl je zdkladni soucasti vyzkumu
metabolismu 1é¢iv. Obvykle jsou metabolity vyhledavany chromatografickou
analyzou s detekci radioaktivity po podani [**C]-znageného 1é¢iva. LC-MS se poté
pouziva ke stanoveni struktur nalezenych metabolitl. Tato technologie je k tomu
ucelu vhodnd z n¢kolika divodi: vysoka citlivost a selektivita umoziujici analyzu
metabolitl pfitomnych v komplexni biologické matrici v nizké koncentraci;
moznost nékolikastupnové (MS") fragmentace; moznost urceni elementarniho

slozeni podle naméfené hodnoty m/z.

Spravné a presné urceni hmotnosti molekularniho iontu zavisi na rozliSovaci
schopnosti hmotnostniho spektrometru a jeho moznosti méfit s nizkou odchylkou.

Ptistroje s vysokou rozliSovaci schopnosti (,,high resolution mass spectrometry®,
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HRMS) umoznuji odlisit ionty s blizkou hodnotou m/z a dovolouji méfeni hodnoty
m/z s piesnosti na ¢tyfi desetinna mista s relativni odchylkou < 5 ppm od vypocitané
hodnoty m/z. Rozlisovaci schopnost je definovana jako pomér hodnoty m/z ku Siice
hmotnostniho piku v poloviné jeho vysky (,,full width at half maximum®, FWHM).
Mezi hmotnostni analyzatory s vysokym rozliSenim fadime analyzatory doby letu
(,time of flight, TOF), sektorové pfistroje, iontovou cyklotronovou rezonanci

a orbitalni iontovou past neboli orbitrap.

Orbitrap je nejmlad$i hmotnostni analyzator piedstaveny v roce 2000 ruskym
fizikem A. A. Makarovem®®, Jedna se o elektrostatickou iontovou past, kterd se
sklada ze dvou elektrod, stfedové a wvnéjsi (obr. 6). lonty v prostoru mezi
elektrodami rotuji a osciluji podél stiedové elektrody. Frekvence axialni oscilace
iontll detekované jako indukovany proud se naslednou Fourierovou transformaci
prevadi na hmotnostni spektrum. Orbitrap tak slouzi zaroven jako analyzator i
detektor. Mezi vyhody orbitrapu patii vysoka citlivost, Sifoky hmotnostni rozsah a
Vv piipadé€ hybridu s linearni iontovou pasti moznost n€kolikastupiiové fragmentace
pfi zachovani vysokého rozliSeni. V pfipad¢ analyzy metabolitl 1é¢iv umoziuji
fragmentacni experimety urCeni typu a polohy metabolizace, a to porovnanim
produktovych spekter s parentni molekulou a analyzou charakteristickych
neutrdlnich ztrat. Orbitrap dosahuje rozliSovaci schopnosti az 480 000 FWHM pii
m/z 400. Pti takto vysokém rozliseni Ize pozorovat v izotopickém hmotnostnim piku
piispévky jednotlivych izotopii prvkil a dokazat tak jejich pritomnost. Tato vlastnost
byla vyuzita v experimentalni ¢asti této prace pii urCovani elementarniho slozeni
(dikaz pfitomnosti atomu siry v izotopickém piku M+2) novych metabolitl
imatinibu. Hmotnostni pfesnost se pii pouziti interni kalibrace (funkce ,,lock mass*)
pohybuje do 1 ppm. Vyse uvedené vlastnosti orbitrapu z n¢j ¢ini idealni nastroj pro

vyzkum metabolismu 16&iv®’,
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Svazek iontd

Orbitrap

Zmeéna napéti
\__ ¥

Detekovany signal

Zesilovac

Obrazek 6. Schéma Orbitrapu. lonty se nahromadi v iontové pasti C-trap, odkud
Jjsou ve svazcich uvoliiovany do Orbitrapu. Oscilujici ionty v Orbitrapu indukuji

proud, ktery je po zesileni detekovan a prevaden na hmotnostni spektrum. Upraveno

d|e158

2.4.2. Biotransformace imatinibu

Po perordlnim podani se imatinib vstiebava z vice nez 95 %, pfiCemz strava
vyznamné neovlivituje miru ani rychlost absorpce. Polo¢as eliminace imatinibu se
pohybuje okolo 18 hodin, s tim, Ze ze dvou tfetin se vylucuje do stolice!®®. Imatinib
je metabolizovan zejména V jatrech nckolika typy CYP. Nejvyznamngj$i je
CYP3A4, nasleduji CYP1A2, CYP2D6, CYP2C9 a CYP2C19. Soubézné podavani
induktorti (napf. rifampicin, tfezalka) nebo inhibitort CYP3A4 (klarithromycin,
grapefruitova Stdva) vede ke snizeni, respektive zvySeni plazmatickych hladin
imatinibu. In vitro studie naznacuji, ze imatinib sam o sob& pusobi jako

nekompetitivni inhibitor CYP3A4, coz zvySuje jeho interakéni potencial®,
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Hlavni metabolit imatinibu, vznikajici po N-demethylaci piperazinu, je aktivni
a Vv plazmé piedstavuje 10 — 15 % hladin parentni latky*®. Gschwind a kol. pomoci
LC-MS detekoval v plazme¢ zdravych dobrovolniki 14 hlavnich metabolitt
imatinibu. Mimo N-demethylovany imatinib se jednalo hlavné o produkty oxidace,
oxidativni deaminace se ztratou piperazinového kruhu a nasledné oxidace
na karboxylovou kyselinu a glukuronidace!®!. Fragmentace imatinibu a struktury

in vitro tvofenych metabolit podrobné popsali Marull a Rochat!®? (obr. 7).

hydroxylace

N-oxidace _—

vznik laktamu CH

;BC\N|/</ \/@/O\NHQNHJ\

L~
N-demetylace \

deaminace a oxidace na karboxylovou kyselinu .
N-oxidace

N- / O- glukuronidace

Obrazek 1. Hlavni in vitro metabolity imatinibu vznikajici po inkubaci s jaternimi

mikrozomy*62

Konjugaty imatinibu s adenin dinukleotid fosfatem, tvofené po inkubaci S krysimi
a lidskymi jaternimi mikrosomy a NADPH jako kofaktorem, byly popsany V praci
Maa kol.!83, Vznik reaktivnich intermediatli imatinibu in vitro byl pozorovéan
ve studii Li a kol.?%4, Po inkubaci imatinibu s lapaci elektrofild (GSH, kyanid
draselny a methoxylamin) byly pomoci HRMS (LTQ-Orbitrap, Thermo Fisher
Scientific) detekovany jeho kyanidové adukty. Bioaktivace probihala na
piperazinovém kruhu a p-toluidinu, zatvorby reaktivnich imint. Chemické
struktury sedmi kyanidovych aduktii byly navrZzeny na zékladé¢ fragmentacnich
experimentli métenych pii vysokém rozliSeni. Vyznam této studie spociva v tom, Ze
tvorba reaktivnich intermediati v pribéhu biotransformace by mohla vysvétlovat

hepatotoxicitu imatinibu.
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Technologie HRMS byla také pouzita v detailnim profilovani metabolitt imatinibu
Upacienti s CML!®, Cilenym vyhleddvanim bylo detekovano celkem 90
metabolitli imatinibu a po analyze produktovych spekter (MS? — MS®) byly
navrzeny jejich chemické struktury. Hodnoty m/z potencidlnich metaboliti byly
vypoclitany  ze znamych hmotnostnich posunt, ke kterym dochazi pfii
biotransformaci a z jejich kombinaci. Tato prace prokazala, Ze metabolizace TKI
mize byt velmi komplexni. Na zakladé toho byla provedena necilend studie
metabolizace imatinibu, popsana Vv experimentalni ¢asti této diserta¢ni prace. Cilem
bylo dokazat ptitomnost ¢i nepfitomnost strukturné neptedpokladanych metaboliti

V plazmé pacientd s CML.

2.4.3. Biotransformace dasatinibu

Vstiebavani dasatinibu je rychlé, vrcholovych koncentraci je dosazeno za 0,5 az 3
hod. Na influxu dasatinibu do bun€k se na rozdil od imatinibu nepodili OCT.
Nicméné, stejné jako imatinib je 1 dasatinib substratem pro efluxni transportéry P-
gp i BCRP*®, Na metabolizaci dasatinibu se podili zejména CYP3A4 a flavinova
monooxygenaza 3 (FMO-3)'%’. Dasatinib piisobi inhibicné na CYP3A4 a
CYP2C8'%8, coz miize vést i ke klinicky vyznamnym Iékovym interakcim!®®.
Polocas eliminace je pomérné kratky, a sice 5 az 6 hodin. Dasatinib se vylucuje

zejména do stolice.

Christopher a kol. popsal hlavni metabolity dasatinibu po jeho aplikaci zdravym
dobrovolnikim’®. Patfi mezi né zejména produkty hydroxylace, N-dealkylace,
N-oxidace a glukuronidace. I pfestoze jsou nckteré metabolity farmakologicky
aktivni, k celkovému ucinku signifikantné neptispivaji. V in vitro studii za pouziti
lidskych jaternich mikrosomii Li a kol. detekoval adukty dasatinibu a GSH*®8. Pii
metabolizaci dasatinibu totiz dochazi k jeho bioaktivaci za vzniku reaktivnich
chinon-imin a imin-methid elektrofilnich intermediata, které in vitro ochotné
reaguji s GSH. Tvorba téchto intermediatd in vivo je asociovana predevsim

s idiosyncratickym poskozenim jater. Mechanismem je vazba na cysteinové ¢i
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lysinové zbytky proteini a ovlivnéni jejich struktury a funkce. Modifikaci

chloromethylfenylového kruhu dasatinibu je mozné jeho bioaktivaci piedchéazet.

2.4.4. Biotransformace nilotinibu

I pies strukturni podobnost simatinibem je farmakokinetika nilotinu odli$na.
Nilotinib se vstiebava ze zhruba 30 % a maximalni koncentrace dosahuje po tiech
hodindch. Jeho absorpce je vyznamné ovlivnéna piijmem jidla. Uziti po tucném
jidle maze zplsobit az 80% narlst expozice. Proto se doporucuje jeho uzivani
nalacno. Podobné jako ostatni TKI se i nilotinib vyrazné¢ vaze na plazmatické
bilkoviny (98 %). Polocas eliminace je okolo 17 hodin. Vylu€uje se pfedevsim do
stolice (90 %)7C. Nilotinib je substratem efluxniho transportéru P-gp. Metabolizovan
je zejména CYP3A4, ktery soucasné¢ spolu s CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6 a
UGT1AL inhibuje!’. Byly pozorovany nasledujici metabolické reakce: oxidace
methylimidazolu, N-oxidace, hydrolyza amidové skupiny, otevieni imidazolového
kruhu a glukuronidace. Na rozdil od ostatnich TKI je nezménény nilotinib hlavni
cirkulujici slozkou v plazmé (69 %) a jeho metabolity vyznamné nepfispivaji

k farmakologické aktivit&!’2,

2.4.5. Biotransformace bosutinibu

Po peroralnim podani je biodostupnost bosutinibu 34 %, podani s jidlem vSak
zvySuje jeho absorpci az 1,8 krat. Ve velké mife se vdZe na proteiny krevni plazmy
(96 %). Polocas eliminace je 22,5 hodin a vyluCuje se zejména do stolice.
Biotransformace bosutinibu probihd v jatrech primarné pomoci CYP3A4. Mezi
hlavni produkty patfi oxydechlorované (19 %), N-demethylované (25 %) a N-
oxidované (minoritni) metabolity. K farmakologickému uc¢inku bosutinibu vsak

jeho metabolity vyznamné nepfispivajil’.

-43 -



LITERARNI PREHLED

2.4.6. Biotransformace ponatinibu

Maximalni koncentrace ponatinibu v plazmé je dosazeno primérné za 4 hodiny

po podani, pologas eliminace je 22 hodin®?

. Ponatinib je metabolizovan zejména na
neaktivni karboxylovou kyselinu pomoci esterdz a amiddz. Dale se pomoci
CYP3A4 tvofi N-desmethylponatinib, ktery je 4krat méné UCinny neZ parentni

latka. Ponatinib i jeho metabolity jsou z vétsi ¢asti eliminovany do stolice™,

Podstatou klinicky pozorovanych nezadoucich ucinkt pontatinibu mohou byt mimo
jiné i jeho reaktivni metabolity. V in vitro studii metabolismu ponatinibu byly totiz
identifikovany jeho adukty s GSH'’®. Jejich tvorb¢, katalyzované glutathion
S-transferdzou, predchézi vznik reaktivnich intermediatt, které pravdépodobné
vznikaji katalyzou CYPIA1l. Tyto reaktivni elektrofily jsou vychytavany GSH.
Mohou vsak také tvorit adukty s tkanovymi bilkovinami. To mize mit za nasledek

poskozeni tkani.
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3. CILE DISERTACNI PRACE

Predkladana disertaéni prace se zabyva vyvojem a validaci vysokopropustné
metody pro stanoveni TKI pouzivanych v 1éEbé CML a studiem metabolizace

imatinibu pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni s HRMS (LC-HRMS).

Vysokopropustné metody umoziiuji rychlé a nizkonakladové stanoveni koncentrace
analyzovanych latek ve vzorku. Diky tomu jsou cCasto vyuzivany v TDM.
V ptipadé¢ TKI piindsi v urcitych piipadech jejich sledovani onkologickym
pacientim uzitek. Proto byl jeden z cila této prace vyvoj metody, kterda mize byt

pouzita pro rutinni TDM v klinické praxi.

Biotransformaci 1é¢iv mohou vznikat metabolity, jejichZ strukturu nelze predikovat
pomoci softwarovych nastroju. In vitro biotransformaci imatinibu vznikaji reaktivni
metabolity, které viak dosud nebyly detekovany in vivo!®4. Z tohoto diivodu bylo
dalsim cilem této prace in vivo profilovani metabolitl imatinibu pomoci necilené

analyzy, ktera umoziiuje detekci i strukturné neptedpokladanych metaboliti.
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Konkrétni cile:

1. Vysokopropustnd metoda pro TDM TKI
a. Optimalizace parametr online SPE-MS/MS pro stanoveni TKI.
b. Validace metody dle smérnic FDA.
c. Porovnani metody se zavedenou LC-MS/MS metodou analyzou

klinickych vzorkd.

2. Metabolizace imatinibu
a. Necilend LC-HRMS analyza plazmatickych vzorkd pacientd
uzivajicich imatinib a zdravych kontrol.
b. Analyza dat, detekce metabolitd imatinibu
c. Urceni chemickych struktur novych metabolitii imatinibu

d. Navrh mechanismi jejich vzniku in vivo.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Material a chemikalie

4.1.1. Chemikalie

TKI: imatinib mesylat, nilotinib a dasatinib byly zakoupeny u firmy LC
Laboratories (USA). Deuterované standardy (D8-imatinib, D6-nilotinib, D8-
dasatinib a DA4-lapatinib ditosylat) a lapatinib byly zakoupeny u firmy TLC
PharmaChem (Kanada).

Chemikadlie (mravencan amonny, kyselina octovd, hydroxid amonny, siran
zine€naty) a rozpoustédla (voda, methanol, acetonitril, isopropanol), vsechny v LC-
MS kvalité, byly dodany firmou Sigma-Aldrich (USA). Dimethylsulfoxid (DMSO)
byl zakoupen u firmy Lachema (CR).

4.1.2. Pristroje

Analytické vahy Kern ABT 120-5DM (Kern, Némecko)
Centrifuga chlazena Rotina 420R (Hettich, Némecko)
Centrifuga Mikro 120 (Hettich, Némecko)

Vortex V-1 (BioSan, LotySsko)

pH metr CyberScan PC 150 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Ultrazvuk (JeKen, Cina)
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LC-MS/MS syst¢tm API 4000: UltiMate 3000 RS kapalinovy chromatograf
(Dionex, USA) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem API 4000 (AB Sciex,
USA) s ESI.

Online SPE-MS/MS systém: pfistroj RapidFire 300 pro online extrakci na pevné
fazi (Agilent Technologies, USA) ve spojeni shmotnostnim spektrometrem

QTRAP 5500 (AB Sciex, USA) s ESI.

LC-MS/MS systém QTRAP: Ultimate 3000 RS kapalinovy chromatograf (Dionex,
USA) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem QTRAP 5500 (AB Sciex, USA) s
ESI.

LC-Orbitrap systém: UltiMate 3000 RS kapalinovy chromatograf (Dionex, USA) ve
spojeni s hmotnostnim spektrometrem Orbitrap Elite (Thermo Fischer Scientific,

USA) s ESI.

4.1.3. Klinické vzorky

Kontrolni krevni plazma byla ziskina od zdravych dobrovolniki z Ustavu
molekularni a translaéni mediciny (Olomouc, CR), neuzivajicich v dob& odbéru
zadné 1éky. Vzorky krevni plazmy od pacientli uzivajicich imatinib, nilotinib, nebo
dasatinib byly ziskany z Hemato-onkologické kliniky Fakultni nemocnice Olomouc
(FNOL) a vzorky krevni plazmy pacientek, uzivajicich lapatinib z Onkologické
kliniky FNOL. Krev byla odebirana do zkumavek s draselnou soli kyseliny
ethylendiamintetraoctové. Odbér veskerého biologického materialu byl provadén
v souladu s Helsinskou deklaraci Svétové zdravotnické organizace. Popisované
studie byly schvéleny etickou komisi FNOL. VSichni ucastnici pted odbérem krve
projevili souhlas sucasti v popsanych studiich podepsanim informovaného

souhlasu.
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Vzorky externi kontroly kvality (EQC) obsahujici imatinib a nilotinib, které byly
vyuzity pro validaci online SPE-MS/MS metody pro TDM TKI, byly zakoupeny u

firmy Chromsystems (Némecko).

4.2. Online SPE-MS/MS metoda pro TDM

4.2.1. Kalibraéni vzorky a vzorky kontroly kvality, interni standardy

V pribéhu vyvoje metody bylo z divdou nedostaténé citlivosti upusténo od
stanoveni dasatinibu. Detailni popis ptfipravy jeho vzorkl zde proto nebude uveden.
Jednotlivé zasobni roztoky imatinibu, nilotinibu a lapatinibu v DMSO byly
pfipraveny v koncentraci 2 mg/mL (vyjadieno jako volna latka). Zasobni roztoky
byly pfipraveny zvlast pro kalibratory a vzorky kontroly kvality (QC). Pracovni
roztoky pfisluSnych koncentraci byly pfipraveny fedénim zasobnich roztokl
methanolem. Kalibratory a QC vzorky byly pfipraveny fedénim pfislusnych
pracovnich roztoki smésnou, prostou 1é¢iv, lidskou plazmou Vv poméru 1:20
v koncentra¢nim rozsahu 50 — 5000 ng/mL imatinibu a nilotinibu a 100 —
10 000 ng/mL lapatinibu.

Lyofilizované EQC vzorky byly pfipraveny podle ndvodu vyrobce pfidanim 2 mL
vody. Alikvoty po 50 uL byly dale zpracovavany jako ostatni vzorky.

Zasobni roztoky deuterovanych internich standardi D8-imatinibu, D6-nilotinibu a
D4-lapatinibu byly pfipraveny v koncentraci 1 mg/mL rozpusténim v DMSO.
Precipitacni roztok byl pfipraven fedénim zésobnich roztoki deuterovanych
internich standardi methanolem na nasledujici koncentrace: 100 ng/mL DS8-
imatinibu, 50 ng/mL D6-nilotinibu a 200 ng/mL D4-lapatinibu. Vsechny roztoky
byly skladovany pti -20 °C.
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4.2.2. Priprava vzorku

Vzorky krevni plazmy byly piipraveny centrifugaci odebrané krve pii 1200 x g
po dobu 10 minut pii 4 °C a pted analyzou byly skladovany pti -80 °C. Dale byla
provedena deproteinace plazmatickych vzorku pfidanim 200 pL precipita¢niho
roztoku k 50 puL plazmy v 1,5mL plastovych zkumavkach (Eppendorf, Némecko),
protiepanim a sonifikaci po dobu 1 minuty. Po té byly vzorky ochlazeny na -20 °C
(30 minut) a stoceny pii 14,300 x g (5 minut). Supernatant (20 pL) byl nafedén
50% methanolem (180 pL) na 96-jamkové destiCce a pouzit pro online SPE-
MS/MS analyzu.

4.2.3. Nastaveni online SPE-MS/MS

Parametry iontového zdroje hmotnostniho spektrometru QTRAP 5500 online
SPE-MS/MS systému byly optimalizovany na nasledujici hodnoty: napéti
elektrospreje + 5500 V, teplota 600 °C, tlak protiproudého plynu (,,curtain gas®)
35 psi, tlak susiciho plynu (,,heater gas®) 70 psi, tlak zmlZovaciho plynu (,,nebulizer
gas®) 70 psi. Hmotnostni spektrometr byl pouzivan v rezimu monitorovani vice
reakci (,,multiple reaction monitoring”, MRM). MRM piechody byly nastaveny dle

piedchozi studie Micové a kol''?

. Zdavodii zabezpeceni vysoké spolehlivosti
meéfeni a predchazeni moznych interferenci byly monitorovany vzdy dva MRM
pfechody (kvantifika¢ni a konfirmaéni) pro kazdy analyt 1 interni standard (viz tab.
2). Akceptovatelna rozpéti pomért mezi dvéma piechody byla: 2,7 — 3,4 pro
imatinib; 2,8 — 3,2 pro D8-imatinib; 1,8 — 2,1 pro nilotinib; 4,7 — 5,4 pro D6-
nilotinib; 2,9 — 3,6 pro lapatinib a 2,7 — 3,3 pro DA4-lapatinib. Deklastracni
potencialy byly optimalizovany a nastaveny na 16 V pro oba MRM piechody
imatinibu i D8-imatinibu, 41 V pro oba MRM piechody nilotinibu i D6-nilotinibu a
36 V pro oba MRM prechody lapatinibu a D4-lapatinibu. Cas méfeni byl nastaven
pro vSechny MRM piechody na 10 milisekund. Jednotkové rozliSeni bylo

aplikovano na oba kvadrupoly. Hmotnostni spektrometr byl fizen softwarem

Analyst (verze 1.4.2; AB Sciex, USA), zatimco RapidFire 300 byl kontrolovan
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softwarem RapidFire-MS Chromatography System (verze 2.0.20; Agilent
Technologies, USA). Integrace piku byla provadéna za pomoci RapidFire Integrator
software (verze 3.6; Agilent Technologies, USA). Data byla dale zpracovéana a

vyhodnocena v Microsoft Excel.
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Tabulka 2. Parametry MRM ptechodt pouzitych v online SPE-MS/MS.

MRM piechod (Mm/z)
Analyt
Kvantifika¢ni CE (V) Konfirmaéni CE (V)
Nilotinib 529,9 — 289,1 43 529,0 — 259,1 77
D6-Nilotinib 536,3 — 295,1 39 536,3 — 266,1 69

CE: kolizini energie (,, collision energy“)

Vzorky byly nasavany do mobilni faze A, sestavajici z5 mmol/L mravencanu
amonné¢ho ve vod¢ s pridavkem 5 % acetonitrilu (pumpa 1), a dale unaSeny na SPE
patronu (cartridge) s C4 stacionarni fazi (Agilent Technologies, USA). Analyty
zachycené na stacionarni fazi z ni byly vymyvany do hmotnostniho spektrometru
pomoci mobilni faze B, skladajici se z acetonitrilu s ptidavkem 5 % mobilni faze A
(pumpa 3). Mobilni faze C (promyvaci roztok; pumpa 2) obsahovala smés
acetonitrilu a vody vpoméru 1:1. Pritoky jednotlivych mobilnich fazi byly
nastaveny takto: 1,5 mL/min mobilni faze A, 1,25 mL/min mobilni faze B a C.
Jehla byla oplachovana postupné acetonitrilem a vodou po kazdém nasati vzorku.
Objem vzorku aplikovany na SPE patronu byl 10 pL (dle velikosti nasdvaci
smycky). Trvani jednotlivych krok online SPE byly nésledujici: 0,6 sekund
aspirace vzorku, 3,5 sekund aplikace na SPE patronu, 15,0 sekund eluce analytt
z SPE patrony a 1,5 sekund reekvilibrace systému. Po kazdém vzorku bylo jesté
pouzito kratké promyti vSech kapilar mobilni fazi B trvajici 8,0 sekund. Analyza

jednoho vzorku tedy trvala celkem 28,6 sekund.
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4.2.4. Validace metody

Metoda byla validovana podle smé&rice FDA Dlouhodob4 stabilita analyti a
stabilita po nékolika zmrazovacich a rozmrazovacich cyklech nebyla zkoumana,
nebot’ tyto parametry byly jiz pro dané TKI né¢kolikrat studovany a popsany
(napt.1’®). Jejich kratkodoba stabilita byla studovana v pfipravenych vzorcich
zanechanych v 96-jamkové desticce prikryté hlinikovou folii pfi pokojové teploté.
Byly pouzity dvé koncentrace (400 a 1600 ng/mL imatinibu a nilotinibu a 800 a

3200 ng/mL lapatinibu) a méfeni bylo provedeno v Sesti opakovanich.

Selektivita metody byla stanovena nékolika testy. Pritomnost endogennich
izobarickych interferenci byla testovana analyzou vzorkd plazmy od Sesti riznych
darcti, neuzivajicich zadné 1€ky. Déle byl studovan vliv dvaceti 1éCiv, které pacienti
s CML casto soucasn¢ uzivali, na selektivitu méfeni. Allopurinol, amlodipin,
atorvastatin, bisoprolol, kapecitabin, cetirizin, furosemid, ibuprofen, indapamid,
letrozol, levothyroxin, loratadin, metformin, omeprazol, perindopril, telmisartan,
tramadol a warfarin byly extrahovany =z tablet a nafedény methanolem na
koncentraci 100 pg/mL. Digoxin a ramipril byly natfedény na koncentraci 10
ug/mL. Tyto extrakty byly analyzovany a byly sledovany jejich potencidlni
interference v MRM piechodech pro TKI. Nasledné byly extrakty z tablet pridany i
do vzorkd krevni plazmy obsahujici 1600 ng/mL imatinibu nebo nilotinibu nebo
3200 ng/mL lapatinibu a byl sledovan potencialni supresivni vliv téchto 1é¢iv na
intenzitu signalu TKI. Pfitomnost 1é¢ivych latek v methanolovych extraktech byla
potvrzena analyzou na hmotnostnim spektrometru s vysokym rozliSenim Orbitrap

Elite.

Déle byl stanoven podil glukuronidovych konjugath TKI, rozpadajicich se pfti
ionizaci Vviontovém zdroji, na celkovém signalu analyt. Vzorky pacientl
uzivajicich imatinib, nilotinib nebo lapatinib (n = 6 pro kazdy inhibitor) byly
analyzovany na syst¢ému LC-MS/MS QTRAP. Chromatografickd separace

probihala na koloné¢ Phenomenex Kinetex s C18 reverzni staciondrni fazi (100 x 2,1
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mm; 1,7 um, Torrance, USA) termostatované na 40 °C. Mobilni faze A se skladala
z 10 mmol/L mraven¢anu amonného ve vod¢ (pH 4,0) a mobilni fiaze B
Z acetonitrilu. Byla aplikovana gradientova eluce: prvni 0,75 minuty byla
koncentrace mobilni faze B 5 %. Po té v pribéhu 1,75 minut byla zvySena na 40 %
a dale na 95 % za dalSich 1,25 minut. Tato koncentrace byla udrzovana dalsi 2,0
minuty. Nakonec byla koncentrace B opét snizena na 5 % a kolona byla 0,5 minuty
reekvilibrovana. Aplikovany objem vzorku byl 1 pL. Pritok mobilni faze byl 0,5
mL/min. Teplota iontového zdroje byla 350 °C, tlak protiproudého plynu (,,curtain
gas®) 30 psi, tlak suSiciho plynu (,,heater gas®) 40 psi, tlak zmlZzovaciho plynu
(,,nebulizer gas®) 40 psi. Nastaveni MRM moddu bylo stejné jako u online SPE-
MS/MS metody veetné deklastraénich potencialti. MRM ptechody pro glukuronidy
jednotlivych TKI byly: 670,3 — 494,2 pro glukuronid imatinibu a 706,2 — 530,1
pro glukuronid nilotinibu (posun m/z 176,0). Glukuronid lapatinibu nebyl
monitorovan, protoze glukuronidace probiha na O-dealkylovaném lapatinibu.
Rozpad tohoto konjugitu Viontovém zdroji tedy nemulze ovlivnit analyzu
lapatinibu!’’. Byly vyhodnoceny poméry ploch pod piky imatinibu a nilotibu
v reten¢nich Casech jejich glukuronidid (vytvoreny jejich fragmentaci v iontovém

zdroji hmotnostniho spektrometru) Kk plocham pod piky jejich parentnich molekul.

Vzorky pro sestrojeni kalibraéni kiivky byly pfipraveny ze smésné plazmy
zdravych dobrovolnika s piidavkem pracovnich roztoktt TKI na koncentrace 50,
125, 250, 375, 500, 2500 a 5000 ng/mL imatinibu a nilotinibu a 100, 250, 500, 750,
1000, 5000 a 10000 ng/mL lapatinibu vzdy v péti opakovanich. K sestrojeni
kalibra¢ni kifivky pomoci linedrni regrese vazenou metodou nejmensSich ctverct
(1/x) byly pouzity poméry ploch pod piky analytii a jejich internich standardi.

Cvwvr

20 %.

Vzorky kontroly kvality (v péti opakovanich) pfipravené ve Ctyfech koncentracich

(50, 80, 400 a 1600 ng/mL imatinibu a nilotinibu a 100, 160, 800 a 3200 ng/mL
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lapatinibu) a vzorky externi kontroly kvality (874 a 1818 ng/mL imatinibu a 705
a 1207 ng/mL nilotinibu) byly analyzovany ve tfech dnech za ucelem vyhodnoceni
jednodenni a mezidenni spravnosti a preciznosti. Spravnost byla vyjadfena jako

odchylka priméru méfeni od nominalni hodnoty; preciznost jako CV.

Sest rtiznych plazmatickych vzorki od zdravych dobrovolnikii bylo pouZito pro
vypocet ulinnosti extrakéniho postupu a vyhodnoceni matricovych efektd.
Analyzované TKI byly pfidany do vzorkli pfed a po extrakci na vysledné
koncentrace 150, 750 a 3000 ng/mL. Vzorky inhibitor 0 stejnych koncentracich v
precipitacnim roztoku byly také pfipraveny a analyzovany. Extrakéni u¢innost byla
spocitana jako pomér ploch pod piky analytl ve vzorcich s pfidavkem pied extrakci
k plocham pod piky ve vzorcich s ptfidavkem po extrakci. Mira matricovych efekti
(matricovy faktor) byla stanovena jako pomé&r ploch pod piky analytl ve vzorcich s
ptidavkem po deproteinaci kK plocham pod piky ve vzorcich rozpusténych pouze

V precipitaénim roztoku v ptislusnych koncentracich!®,

Samostatnym experimentem byl vyhodnocen vliv carry-over efektul?”. Vzorky
LLOQ (50 ng/mL imatinibu a nilotinibu a 100 ng/mL lapatinibu) byly analyzovany
deset krat za sebou. Nasledné bylo aplikovano deset nastiikii QC vzorkd s nejvyssi
koncentraci analytii (1600 ng/mL imatinibu a nilotinibu a 3200 ng/mL lapatinibu).
Nakonec bylo analyzovano opét deset vzorkti LLOQ. Vyhodnocen byl pomér ploch
pod piky analyti ve vzorcich LLOQ métfenych jako posledni k priiméru ploch pod
piky analytii ve vzorcich LLOQ métenych jako prvni (tj. pfed koncentrovanymi QC
vzorky). Pfijatelny pomér, aby mohlo byt konstatovano, Ze carry-over efekt neni

ptitomny, byl 120 %.

4.2.5. Statistické porovnani s LC-MS/MS metodou

Nova online SPE-MS/MS metoda byla porovnana s validovanou LC-MS/MS
metodou (upraveno dle Micové a kol.1®), ktera se rutinné pouziva ve FNOL pro

TDM TKI. Vzorky jsou pfipravovany smichdnim 50 pL krevni plazmy se smési
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deuterovanych internich standardi a deproteinovany pomoci 150 uL roztoku
0,3 mol/L ZnSO4 v 70% methanolu. Po centrifugaci je supernatant analyzovan na
LC-MS/MS systému API 4000. Chromatograficka separace probiha na koloné
Acquity BEH s C18 reverzni stacionarni fazi (50 x 2,1 mm; 1,7 um; Waters, USA)
pii 50 °C. Mobilni faze A se skladd z 25 mmol/L mravenc¢anu amonného ve vodé
(pH 3,5) a mobilni fazi B tvoii acetonitril. Pratok mobilni faze je 0,4 mL/min a je
aplikovano 2 pL vzorku. Gradientova eluce ma nasledujici prabeh: prvni 0,5 minuty
je koncentrace mobilni faze B 20 %, dale se jeji koncentrace zvySuje na 100 %
Vv prubéhu dalsi 0,5 minuty, na této hladiné je udrzovéana 0,7 minut a opéct klesa na
20 % béhem 0,1 minuty. Celkova doba analyzy jednoho vzorku je i s reekvilibraci
kolony 2,5 minut. Nastaveni iontového zdroje je: teplota400 °C, napéti
+ 5500 V, tlak protiproudého plynu 20 psi, tlak suSiciho plynu 40 psi a tlak
zmlzovaciho plynu 40 psi. MRM piechody pro TKI i jejich deuterované interni
standardy jsou stejné jako u online SPE-MS/MS metody. Doba sledovani jednoho
prechodu je 50 milisekund, deklastra¢ni potencial 116 V a kolizni energie 40 V pro
vSechny MRM pftechody.

Klinické vzorky pacientl uzivajicich imatinib (n = 86), nilotinib (n = 45) a lapatinib
(n = 45) byly analyzovany obéma metodami a vysledky byly porovnany pomoci
Demingovy regrese®. K posouzeni rozdil mezi metodami bylo pouzito grafické

znéazornéni dle prace Bland a Altman?8t,

4.3. LC-MS necilena analyza metaboliti imatinibu

4.3.1. Klinické vzorky a jejich priprava

K analyze bylo pouzito 19 vzorkli krevni plazmy od zdravych dobrovolniki
(kontroly) a 19 vzorkt od pacienti s CML uzivajicich imatinib. Vzorky krevni
plazmy byly ptipraveny centrifugaci odebrané krve pti 3000 x g po dobu 20 minut

pii 4 °C a pted analyzou byly skladovany pii -80 °C. Deproteinace vzorkl krevni
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plazmy (100 pL) bylo provedena pfidanim methanolu (300 pL), sonikaci (1
minutu), tfepanim (1 minutu) a ochlazenim na -20 °C (30 minut). Po té byly vzorky
centrifugovany 5 minut pti 14,300 x g. Supernatanty byly nasledn¢ pfevedeny do
HPLC vialek pro analyzu. QC vzorek byl pifipraven smichdnim stejnych objemi
supernatanti ze vSech vzorki. Slepy vzorek (,,blank®) byl pfipraven stejnym

postupem, jen misto krevni plazmy byla pouzita voda.

Vzorky ranni moce (n = 3) byly odebrany od pacientd uZivajicich imatinib. Moc¢
(100 uL) byla smichana s methanolem (900 pL), tfepana (1 minutu) a
centrifugovana pti 14,300 x g (5 minut) Supernatant byl preveden do HPLC vialek

a analyzovan.

4.3.2. LC-MS metoda

Vsechny plazmatické vzorky byly analyzovany randomizované V jedné sérii. QC
vzorek byl pouZit pro prvnich deset nastiikli pro stabilizaci LC-MS systému a dale
byl nastfikovan vzdy po tfech vzorcich. Slepy vzorek byl analyzovan na zacatku,

uprostied a na konci série.

Necilend analyza byla provedena na LC-Orbitrap systému. Pro chromatografickou
separaci byla pouzita kolona Phenomenex Kinetex s C18 reverzni staciondrni fazi
(100 x 2,1 mm; 1,7 um; Torrance, USA) pti 40 °C. Vzorky byly v autosampleru
termostatovany pii 4 °C. Nastiik vzorku byl 5 pL. Mobilni faze A se skladala
z 10 mmol/L mravenéanu amonného ve vodé¢ (pH 4), mobilni fazi B tvofil
acetonitril. Byla aplikovana gradientova eluce za téchto podminek: prvni 3 minuty
byla koncentrace mobilni faze B 5 %, déle byla zvySena na 40 % v prabéhu 10
minut, poté na 95 % za 0,5 minuty. Na této Grovni byla udrzovana 4,5 minut a
nasledné¢ byla snizena na pivodnich 5 % béhem 0,5 minuty. Kolona byla
reekvilibrovana po dobu dalSich 1,5 minut. Celkova doba analyzy jednoho vzorky

byla 20 minut.
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Hmotnostni spektrometr pracoval v pozitivnim médu v rozsahu hodnot m/z 250 —
1200, s rozliSenim 60 000 FWHM pii m/z 400. Teplota iontového zdroje byla 360
°C, napéti + 1500 V, pritok ptidavného plynu (,,sheath gas®) 35 arbitrarnich
jednotek, pratok pomocného plynu (,auxiliary gas®) 10 arbitrarnich jednotek.
Zajisténi spravnosti stanoveni piesné hmoty pod 5 ppm bylo dosazeno pouZitim
externi kalibrace a vyuzitim interni m/z  Kkalibrace (,,lock mass“; kontinualni

kalibrace na ion m/z 391,2843, diisooktylftalat, v pozadi).

4.3.3. Analyza dat a identifikace metaboliti

Vysledné datové soubory vzorkl zdravych kontrol a pacientii véetné slepych vzorka
byly importovany do softwaru CompoundDiscoverer™ (v. 2.0; Thermo Fisher
Scientific, USA) za ucelem identifikace metabolitl imatinibu. Data byla zpracovana
pomoci n¢kolika procesovacich uzla softwaru (,,nodes®). Uzel detekce neznamych
latek (,,Unknown compound detection node*), vyuZity pro necilené profilovani mél
nasledujici nastaveni: tolerance hmotnosti 5 ppm; maximalni odchylka intenzity
(hledani izotopickych pikl1) 30 %; minimalni intenzita piku 1000; ionizace [M+H]",
[M+K]*, [M+Na]*, [2M+H]*, [2M+K]*, [2M+Na]*, [M+2H]*2. Uzel seskupeni
neznamych latek (,,Group unknown compounds node*) mél nastaven limit
hmotnostni tolerance 5 ppm a maximalni toleranci odchylky v retenénim case
0,1 minut. Slepé vzorky byly pouzity pro odecteni pozadi. Na zaklad¢ dfive
publikované priace Friedeckého a kol.!®® bylo zvoleno retenéni okno mezi 7 —
15 minutami. Toto okno pokryva jak nejméné zadrzované polarni glukuronidové
konjugaty imatinibu, tak i méné polarni methylované metabolity nejdéle zadrzované
na kolong. Nasledujici filtry byly pouzity pro redukci poctu detekovanych piki:
molekularni hmotnost vétsi nez 400 Da, pomér ploch pod piky ve skupiné pacient
ke skupiné kontrol vEétsi nez 5, latky vyskytujici se v pozadi byly odstranény.
Vysledny seznam latek byl sefazen podle poméru ploch pod piky mezi skupinami.
Latky vyskytujici se pouze ve skupiné pacientii uzivajicich imatinib, byly vybrany

jako potencidlni metabolity imatinibu. Pfi jejich vybéru byla brana v tvahu piresna
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m/z hodnota iontu, reten¢ni ¢as ve vztahu k parentni molekule a p-hodnota t-testu
(vypolitand pomoci uzlu diferencni analyzy; ,differential analysis node®).
V literatufe jiZz popsan¢ metabolity imatinibu byly téZ odstranény. Zbyvajici
neznamé latky, jedineéné pro skupinu pacientd na imatinibu, byly podrobeny
nasledné nékolikastupniové fragmentaci, za UCelem identifikace jejich chemické

struktury.

Vzorky krevni plazmy a mo¢i tfi pacientil s nejvyssi koncentraci imatinibu a vétSiny
znamych metabolitd byly vybrany pro dosazeni dostate¢né kvalitnich MS"
hmotnostnich spekter neznamych latek — potencialnich metaboliti imatinibu.
Produktova spektra byla méfena pii stejném nastaveni iontového zdroje 1 za pouziti
stejné chromatografické metody. RozliSeni bylo nastaveno na 30 000 (FWHM pfi
m/z 400), zatimco normalizovana kolizni energie pro kolizné indukovanou disociaci
(,,collision-induced dissociation, CID) byla 35 % sizola¢ni Sitkou m/z 1.
MS? fragmentaéni experimenty byly provadény U metaboliti s dostate¢nou
intenzitou MS? produktovych iontll. K objasnéni struktur novych metabolitd a jejich

produktovych iontti byl vyuzit software Mass Frontier 7.0 (HighChem, Slovensko).

Za ucelem potvrzeni piitomnosti atomd siry v novych metabolitech imatinibu, byla
meéfena hmotnostni spektra pti rozliseni 480 000 (FWHM pii m/z 400, Tune Plus
Developer’s Kit). Nasledng byla méfena i MS? fragmentaéni spektra (CID,
normalizovana kolizni energie 35 %) metabolitd obsahujicich siru pii stejném
rozlieni. Aby bylo mozné sledovat charakteristicky izotop siry 3*S v produktovych
iontech, hodnota m/z iontu prekurzoru byla nastavena na hmotu jeho prvniho
izotopu (m/z 731,26 pro M730 a m/z 610,24 pro M609) a izola¢ni Sifka byla 3
jednotky m/z.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Optimalizace a validace metody pro TDM

Soucasti 1écby pacienti s CML na pracovisti Hemato-onkologie v olomoucké
fakultni nemocnici je 1 TDM plazmatickych hladin TKI. Mezi zakladni pozadavky
rutinni laboratote provadéjici TDM na vlastnosti metod patii kromé uplné validace
a dobr¢ spolehlivosti 1 vysoka rychlost metody. Kratké analyzy Setfi nejen Cas, ale 1

finan¢ni prostfedky laboratofe.

Pro terapii CML se pouzivaji zejména imatinib, nilotinib a dasatinib. Z tohoto
divodu bylo na zacatku vyvoje metody testovano i stanoveni dasatinibu. Bohuzel i
pfi optimalizovanych podminkach bylo LLOQ vys8i neZ relevantni klinické
koncentrace a tudiz bylo jeho stanoveni vytfazeno. Misto n¢j jsme do metody
zafadili lapatinib, ktery se pouzivd v kombinované terapii rakoviny prsu.

Monitorovani jeho hladin je v ur¢itych piipadech pro pacientky prosp&sné!®?,

Dnes, podobné¢ jako Vv ptipadé kapalinové chromatografie, je dostupny Siroky vybér
stacionarnich fazi i pro SPE patrony. VétSina analytickych metod pro stanoveni TKI
zalozenych na LC-MS/MS technice vyuziva kolony s C18 reverzni stacionarni fazi.
Nicméné, vyrobce SPE patron piipousti, ze pouziti této stacionarni faze v online
SPE neni vhodné pro analyzu malych lipofilnich molekul, vcetné¢ 1éciv a to
z ditvodu jejich silné retence. Pro tento typ analytu je doporucovéna C4 reverzni
stacionarni faze, ktera byla pouzita i pfi vyvoji nasi nové online SPE-MS/MS
metody. V prubchu optimalizace a validace této metody byla pouzita pouze jedina

patrona (> 3000 vzork), coz svédc¢i o vysokeé stabilité patrony.
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Carry-over efekt muze piedstavovat obecné vazny problém v online extrak¢nim
systému, zejména kvili pouZiti jedné SPE patrony pro analyzu mnoha vzorki. Mira
carry-over efektu zavisi na staciondrni fazi patrony, chemické struktufe analytu,
slozeni mobilnich fazi, trvani eluce a na slozeni smési pro fedéni supernatantt
vzorki*'3, Aby mohlo dochézet k retenci analytli na SPE patroné a tim i k separaci
od endogennich polarnich latek, je tieba methanolovy supernatant pfed analyzou
smichat s vodou (Casto v poméru 1:10 az 1:100). V ptipad¢ nami studovanych TKI,
ucelem eliminace carry-over efektu. Dalsi opatieni bylo nastaveni delsiho elu¢niho
Casu (15 sekund), pouziti silného organického rozpoustédla pro eluci (acetonitril s 5
% vodné mobilni faze A) a proplach (50% acetonitril) a nastfik ¢istého acetonitrilu
v kratkém (8 sekund) cyklu po analyze kazdého vzorku. Diky témto opatienim,
ktera se ukazala jako u¢inna (viz nize), cas analyzy jednoho vzorku vzrostl na 29
sekund. Stale je to vSak vyrazné¢ méné ve srovnani S metodami zaloZzenymi na

LC-MS/MS (> 1 — 2 minuty).

Carry-over efekt byl studovan na LLOQ vzorcich, méfenych po nastiiku deseti
vysoce koncentrovanych vzorkl. Odezvy analyti v prvnim LLOQ vzorku byly
99,4 % (imatinib), 101,6 % (nilotinib) a 102,1 % (lapatinib) ve vztahu K primérné
odezvé deseti LLOQ vzorki, analyzovanych na zafatku experimentu jako prvni
(obr. 8). Pti zapocteni internich standardti odpovidaly vysledné vypoétené hodnoty
koncentraci v prvnim LLOQ vzorku 105,7 % (imatinib), 110,6 % (nilotinib) a 112,9
% (lapatinib), ve srovnani spramérem prvni série deseti LLOQ vzorkd. To
znamena, ze carry-over efekt nema vliv na preciznost a spravnost nas$i metody.
Vyhodou tohoto postupu je, ze carry-over efekt je vyhodnocen v linearnim rozsahu

analytické metody a lze tak ptfimo sledovat jeho vliv na validacni parametry.
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Obrazek 8. Zaznam testovani pritomnosti carry-over efektu. Vpravo nahore je pro
ilustraci uveden zaznam z experimentu, kdy nebyl pouzit 8 vterinovy promyvaci
krok, a kdy byl po 10 nastricich ULOQ vzorku analyzovan blank. V tomto pripade
byla nameérena odezva imatinibu v blanku rovna 115,6 % ve srovnani s primerem
10 LLOQ analyzovanych jako prvni. Pri pouZiti promyvaciho kroku se jiz carry-
over nevyskytoval.

LLOQ: Spodni limit kvantifikace

ULOQ: Horni limit kvantifikace

SD: smerodatna odchylka

Parametry linearity (obr. 9), spravnosti a preciznosti (tab. 3) nové metody vyhovuji
pozadavkliim FDA pro validace bioanalytickych metod!®. Metoda je dostatecné

citliva pro rutinni klinické terapeutické monitorovéani vybranych TKI.
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Obrazek 9. Kalibracni krivky TKI sestrojené s pouZitim linearni regrese vazenou
metodou nejmensich ctvercii (1/x) v logaritmickém zobrazeni. A: imatinib, B:

nilotinib, C: lapatinib.
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Tabulka 3. Validaéni parametry nepreciznosti a nespravnosti stanovené v jednom

dni (n=5) a mezi dny (n=3).

Koncentrace
(ng/ml)

80
400
1600
705

Nilotinib

1207

CV: variacni koeficient

ve dni

3.37
1.67
2.75
2.50
4.82

Nepreciznost (CV, %)

mezi dny

3.84
2.77
3.91
4.68
4.42

ve dni

3.68
0.82
5.52
—3.36
0.29

Nespravnost (bias, %)

mezi dny

2.89
2.05
6.08
0.97
2.26

Stabilita analytl byla jiz difive popsana. TKI v krevni plazmé uchovéavané pii -20 °C

jsou stabilni nejméné 5 mésicti s maximalné 10% potencidlnim poklesem nominalni

koncentrace!’®. Nami provedené testovani kratkodobé stability vybranych TKI

V supernatantu pii pokojové teploté ukazalo (tab. 4), Ze jsou stabilni nejméné

48 hodin (91 — 113 % oproti nominalni hodnoté v t = 0).
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Tabulka 4. Kratkodoba stabilita TKI v supernatantech (n=6).

Nilotinib
Nominalni
koncentrace 400 1600
(ng/mL)
Cas (hod) Stabilita pii pokojové teploté (%)

0 100,00 100,00
1 109,78 103,72
2 112,52 104,95
4 113,12 103,52
8 92,60 95,03
24 91,03 97,34
48 112,54 106,15

Pro dan¢ TKI je novd metoda vysoce specificka. Jejich stanoveni neinterferuji ani
endogenni latky, coz bylo prokazano analyzou Sesti raznych plazmatickych vzorkl
od zdravych darcti, ani dvacet nej€astéji spolecné podavanych 1éciv. Tyto latky také
nemaji supresivni efekt na odezvu stanovovanych analytt. Sledované poméry ploch
pod piky kvantifika¢nich a konfirma¢nich MRM piechodl u vSech tfi analytd 1
jejich deuterovanych internich standarda neptekrocily povoleny limit ani u jednoho

analyzovaného vzorku, coz dale svédc¢i o absenci interferenci.

Online SPE-MS/MS analytickd metoda miize byt citliva na fragmentaci nestabilnich
metabolitii (zejména glukuronid®l) v iontovém zdroji hmotnostniho spektrometru®3,
Nestabilni glukuronidové konjugaty se rozpadaji na parentni molekuly, a ty pokud

nejsou pred vstupem do hmotnostniho spektrometru separovany, jako prave
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v ptipad¢ online SPE, mohou zpiisobit falesn¢ vyssi odezvy studovanych analytt.
Kriticky parametr v nastaveni iontového zdroje je Vtomto piipadé deklastracni
potencial, ktery musi byt pro kazdy analyt pii vyvoji metody optimalizovanl®,
Abychom zjistili vliv rozpadlych glukuronidl na intenzitu signalu stanovovanych
inhibitort, provedli jsme analyzu vzorkd pacienti LC-MS/MS metodou, pfi které

od sebe byly glukuronidy a parentni molekuly oddéleny.

Sledovali jsme signal MRM piechodll jednotlivych analytl v reten¢nich ¢asech
jejich glukuronida (2,8 minuty pro imatinib a 3,4 minuty pro nilotinib) a porovnali
je] sodezvou parentni molekuly (3,5 minuty pro imatinib a 4,2 minuty pro
nilotinib). Pomér téchto signali byl v obou piipadech nizsi nez 0,3 % (0,0004 —
0,0030 pro imatinib a0,0001-0,0012 pro nilotinib) pii optimalizovanych
parametrech iontového zdroje (obr. 10). Rozpad glukuronidii ma tedy na preciznost
a spravnost stanoveni imatinibu a nilotinibu pomoci online SPE-MS/MS
zanedbatelny vliv. V ptipad¢ lapatinibu u lidi probiha nejprve oxidativni Stépeni na
fenolovy derivat a poté nasleduje konjugace s glukuronovou Kkyselinou ¢i
sulfatace!””. Disociace téchto konjugiti v iontovém zdroji vede ke vzniku
fenolového metabolitu, a tudiz nemize ovliviiovat MRM piechod lapatinibu a tedy

ani jeho stanoveni.
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Obrazek 10. Testovani viivu rozpadu glukuronidu TKI v iontovem zdroji. A:
imatinib, B: nilotinib, C: lapatinib. Plnou carou: MRM chromatogramy

jednotlivych TKI, c¢arkované MRM chromatogramy jejich glukuronidii.
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Extrakéni ucinnost byla 108,7 + 12,5 % pro imatinib, 102,5 = 11,4 % pro nilotinib
a103,7 = 12,3 % pro lapatinib, coZ naznaCuje, Ze ve vzorcich pfipravovanych

deproteinaci methanolem nedochazi ke ztraté analytt (obr. 11).

Matricové faktory byly 78,3 + 14,3 % pro imatinib, 62,4 + 14,2 % pro nilotinib
a77,1+ 15,4 % pro lapatinib (obr. 11). Matricové faktory normalizované pouzitim
deuterovanych internich standardti byly 98,3 + 14,1 % pro imatinib, 96,0 % + 9,7 %
pro nilotinib a 106,3 % + 10,5 % pro lapatinib. Endogenni latky zachycené na SPE
patron¢ a vyplavené spolecné s analyty pifi eluci do hmotnostniho spektrometru
zpusobuji matricovy efekt, ktery snizuje odezvu analyti pomérné vyrazné oproti
chromatografickym metodam. Nicméné, pouZiti deuterovanych internich standard,
které jsou, vzhledem ke své strukturni podobnosti s analyty ovliviiovany matrici
stejné, tento efekt plné¢ kompenzuje a matricové efekty nemaji na spravné stanoveni
vliv. Je vSak tfeba opét zddraznit, Ze pouziti deuterovanych internich standardi je

V tomto piipadé klicové.
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Obrazek 11. Stanoveni extrakcni ucinnosti a, matricovych efektii pro jednotlivé TKI
i jejich interni standardy ve trech ruznych koncentracich. Extrakcni ucinnost = C/B,

matricovy faktor = B/A.

Na obrazku 12 jsou reprezentativni extrahované chromatogramy imatinibu,
nilotinibu a lapatinibu a jejich deuterovanych internich standardii z jedné online
SPE-MS/MS analyzy klinickych vzorkd.
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Obrazek 12. Chromatogramy z casti online SPE-MS/MS analyzy klinickych vzorkii
pacientu uzivajicich (A) imatinib (B), nilotinib nebo (C) lapatinib. TKI: plnou

carou, interni standardy: carkované. EQC: externi kontrola kvality.
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Vyvinuta metoda byla porovnana se zavedenou a validovanou LC-MS/MS metodou
analyzou 176 klinickych vzorkii. Vysledky pouziti Demingovy regresni analyzy
jsou shrnuty v tabulce 5. Konfidenéni intervaly smérnic i prasecikti s 0sou y

zahrnovaly hodnoty 1, respektive 0.

Tabulka 5. Demingova regresni analyza.

Smérnice (95% CI) Prisecik s osou y (95% ClI) (ng/mL)

Nilotinib 1.04 (0.99 to 1.09) ~30.9 (-77.3 to 15.4)

CI: konfidencni interval

Grafické znazornéni (Bland-Altman graf), ukazujici zavislost rozdilu ve stanovené
koncentraci na jejim priméru z obou metod, naznacuje dobrou shodu mezi obéma

metodami (obr. 13).
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Obrazek 13. Bland-Altman grafy pro imatinib (A), nilotinib (B) a lapatinib (C). Pro
kazdy analyt jsou uvedeny primérné systematické chyby (bias) a limity shody

(kurzivou, primeérny rozdil = 1,96 x smeérodatna odchylka rozdilit).

Primérna systematicka chyba (bias) byla 35,9 ng/mL pro imatinib, -16,3 ng/mL pro
nilotinib a -53,1 ng/mL pro lapatinib. Limity shody (smérodatna odchylka
rozdila x 1,96) byly od -216,3 do 288,1 ng/mL pro imatinib, od
-229,7 do 197,1 ng/mL pro nilotinib a od -307,1 do 200,9 ng/mL pro lapatinib. Tyto
data naznacuji, Ze nova a rychla online SPE-MS/MS metoda poskytuje srovnatelné

vysledky jako konvenéni metody a muizZe je tedy nahradit v procesu TDM.

5.2. Nové metabolity imatinibu

Druha ¢ast disertani prace byla zaméfena na studium metabolizace imatinibu.
Pomoci software Compound Discoverer 2.0™, ktery byl pouzit pro analyzu dat,
ziskanych necilenou LC-HRMS analyzou, bylo detekovdno celkem 6097 latek
(,,features®; definovanych reten¢nim casem a molekulovou hmotnosti). Uzivani
imatinibu bylo jedinym spole¢nym faktorem ve skupiné pacientli, pficemz po

aplikaci filtri bylo vybréano 150 latek specifickych pro vzorky pacienti. Ostatni
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latky, vyskytujici se se stejnou pravdépodobnosti v obou skupinach, kontrolni 1
pacientské, byly odfiltrovany. Po néasledném odstranéni faleSné¢ pozitivnich nalezt
(detekce izotopického piku jako samostatné latky; pik vyskytujici se jen v jednom
vzorku), bylo nakonec vybrano 27 individualnich m/z hodnot. Z nich 18 nalezelo jiz
znAmym metabolitim imatinibu popsanych v praci Friedeckého a kol.1®®, Z diive
identifikovanych metaboliti nebyly naSim postupem nalezeny nésledujici
modifikace: demethylace + desaturace (m/z 478,2350), dioxidace + desaturace +
glukuronidace (m/z 700,2726), oxidace + hydrolyza (m/z 528,2718), oxidace +
hydrolyza + glukuronidace (m/z 704,3039) a oxidace + methylace (m/z 524,2768).
Ato zejména z divodu jejich nizkych intenzit. Na druhou stranu byly nalezeny
dalsi latky tvotici devét m/z hodnot potencialnich novych metaboliti imatinibu. Tti
dalsi byly poté nalezeny dopoc€itanim jejich m/z hodnot pouzitim obvyklych
metabolizaci se znamymi m/z posuny (glukuronidace, +176,0321 a demethylace, -
14,0157) (tab. 6).
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Tabulka 6. Piehled nové nalezenych metaboliti imatinibu nalezenych v plazmé

pacientli. Korespondujici chromatogramy jsou zobrazeny na obrazku 14.

Metabolit

Imatinib

M609A-D

M785A-C

M595A-C

M771A

M730A-B
M716A

M522A-B

MG98A
M508A-B

MG684A

M636A-B
M622A-B

Biotransformace

Cysteinové konjugaty
M609 glukuronidace
M609 demethylace
M595 glukuronidace

Cystinové konjugaty
M730 demethylace

Dioxidace

+ didesaturace
M522 glukuronidace
M522 demethylace

M508 glukuronidace

Neznamé

M636 demethylace

Modifikace

+C3H2NO2S

+C3H:NO,S
+CsHgOs

-CH, +C3H:NO,S
-CH, +C3H2NO,S
+CsHgOs
+CsHsN204S;

-CH; +CgHgN204S,

+0; -2H,

+0, -2H; +CgHgOsg

-CH; +0, -2H;
-CH; +0, -2H;
+CsHgOs
+CgH10N20-

-CH3 +CgH10N202

Vzorec

CooH31N;O+H"*
Ca2H33NgO3S*

CagH41NgOoS*

C31H31NgO3S*

Ca7H39NgOeS*

CasH3gNgOsS,+H*

Ca4H37NgOsS,+H*

CagH27N7O3+H*

CasH3sN7Og+H*
CagH2sN703+H*

Ca4H33N7Og+H"

CasH1NgOs+H*

Ca4H3gNgOs+H"

m/z

494,2663
609,2391

785,2712

595,2234

771,2555

730,2588
716,2432

522,2248

698,2569
508,2092

684,2413

636,3405
622,3249

m/z

posun

114,9728

291,0049

100,9571

276,9892

235,9925
221,9769

27,9585

203,9906
13,9429

189,9750

142,0742
128,0586

Celkem tedy bylo v plazmé a moci pacienti uzivajicich imatinib nalezeno dvanact

novych m/z hodnot, zahrnujici 24 chromatografickych pikti novych potencialnich

metabolitd imatinibu (obr. 14). Identifikace struktur téchto latek byla nasledné

provadéna experimenty za pouziti vicenasobné fragmentace pii vysokém rozliSeni.
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Obrazek 14. Extrahované chromatogramy imatinibu a jeho novych metaboliti. U
kazdého piku je uveden ndzev metabolitu, odchylka (ppm) namérené hodnoty m/z

(suma spekter tvoricich pik) od teoretické hodnoty (tab. 6) a retencni cas.

5.2.1. Cysteinové konjugaty M609A-D

Ctyfi metabolity (chromatografické piky), M609A-D, byly detekovany pii
m/z 609,2391 (naboj +1). Mé&feni za pouziti ultra-vysokého rozliSeni ukazala
pfitomnost jednoho atomu siry. Ten byl pozorovan jako charakteristicky pik
izotopu S v metabolitech M609C (m/z 611,2354; chyba 0,8 ppm) a M609D
(611,2346; chyba -0,5 ppm; obr. 15 D — F). Jak uké4zal Dahmane a kol.'®* v ptipadé
metabolitll tamoxifenu, pomoci HRMS lze od sebe oddélit monoizotopické piky a
tim potvrdit pfitomnost ¢i nepfitomnost konkrétnich prvki. V metabolitech M609A
a M609B nebyly monoizotopické piky 'S detekovany z ditvodu jejich piili§ nizké

intenzity.
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Obrazek 15. Hmotnostni spektra metabolitit M730B (4) a M609D (D) namérena
V profilovéem modu pii rozliseni 480 000 (FWHM pri m/z 400). Rozliseni pri m/z
730,2583 a 609,2385 bylo 330 000, respektive 340 000. Druhy izotopicky pik M730
(B) a M609 (E) jsou zvétseny, aby byla zretelnd pritomnost izotopu siry 34S
(732,2547, respektive 611,2346). Pro porovndni jsou zobrazeny i priblizend
odpovidajici teoreticka izotopova spektra pro navrhované chemické vzorce M730
(C) a M609 (F).

Hmotnostni spektra produktovych iontd (obr. 16) vSech ¢tyi M609 metabolitti méla
spole¢ny jednou nabity ion m/z 394. Tento produktovy ion je nejintenzivnéjsi
v produktovém spektru samotného imatinibu a jeho struktura byla jiz dfive
popsana®®12, Jedna se o karbokation, nesouci naboj na uhliku C7, ktery vznika po
odstépeni piperazinové casti molekuly. Produktovy ion sm/z 396 ma stejnou
strukturu jako ion m/z 394, s tim rozdilem, Ze na jeden z atomu dusiku je navazan
proton a jeho hmotnost se tak li$i o jeden vodikovy (navaze se na uhlik C7) atom a

proton. V néekterych pripadech mél produktovy ion m/z 396 vyssi intenzitu nez ion
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m/z 394. Jejich piitomnost v produktovych spektrech metabolith M609A-D
naznacuje, Ze systém kruhi A, B, C a D imatinibu nebyl modifikovan (obr. 1).

Metabolizace tedy probihala na piperazinové ¢asti molekuly.
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478.2346 599 2067
50 394.1658
0 2150731, 77 1°9¢ 4370088  [519.2587 531.2605 591.2292
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5 5222072
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Obrazek 16. Produktova spektra metabolitic M609A4-D a navrhovana fragmentace
(R: viz obr.1).

Doss a kol.'® a pozdé&ji i Gu a kol.'% popsali neobvykly piesmyk piperazinového
kruhu na imidazolin, respektive imidazol, po konjugaci s GSH. Vzhledem k tomu,
Ze imatinib ve své struktufe také obsahuje piperazin a neutralni ztraty pozorované
v produktovych spektrech metaboliti M609A-D napadné pfipominaly ty
prezentované ve vySe uvedenych publikacich, navrhli jsme struktury metabolitl
M609A-D spolu s moznym mechanismem jejich vzniku (obr. 17). Elektrofilni
imin-amidovy intermediat imatinibu reagoval s nukleofilnim GSH. Glutamatovy
zbytek z GSH byl poté hydrolyzovan. Thiazolidinovy intermediat vznikl z volné
amino skupiny cysteinylu po otevieni piperazinového kruhu. Imidazolin nasledné
vznikl uzavienim kruhu po ztrat¢ molekuly vody. Nakonec se odstépil i1 glycinovy
zbytek za vzniku cysteinového konjugatu M609. Cty¥i metabolity M609 se nelisi
vyznamné ve svych produktovych spektrech (obr. 16). Produktovy ion m/z 565 byl
nejintenzivnéjsi v produktovych spektrech adukti M609A a M609B, néasledovany
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iontem m/z 478 s 30 — 40% relativni intenzitou. Na druhou stranu tyto produktové
ionty mély podobnou intenzitu u metabolitt M609C a M609D. Tyto malé rozdily
naznacuji, Ze se Ctyfi cysteinové konjugaty imatinibu mohou lisit v poloze dvojne

vazby na imidazolinovém kruhu.

| | o ! N .
Ny vo-an O gy T G wo M .ol N
Ehllj > /Erﬂj h, S/.[j - - ]R = ;_') v, ﬂ/?

S
1 . T NR C
+G-SH 6-8 ] %NHZ S,NH
N HN

Imatinib HN"0 0 0 HO ™0
OH CH OH M609A-D

Cysteinove adukty

Obrazek 17. Navrhovany mechanismus vzniku cysteinovych konjugdti imatinibu.

Produktovy ion m/z 478 odpovida ztraté 4-thiazolidinkarboxylové kyseliny. V jeho
MS? produktovém spektru (obr. 18B) se objevuje ion m/z 394, znovu potvrzujici
neporuSenost mimo-piperazinové substruktury. Soucasné zde vidime 1 produktovy
ion m/z 201, jehoz neutralni ztrata (277,1325) je stejna jako u iontu Vv produktovém
spektru imatinibu, vznikajiciho po rozstépeni C-N vazby, spojujici piperazin

(imidazolin v ptipadé¢ M609) ke zbytku molekuly imatinibu.
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Obrazek 18. MS® produktova spektra produktovych iontii 565 (A) a 478 (B)

metabolitit M609A4-D spolu s navrhovanymi fragmentacemi.

Ztratou CO2 zthiazolidinu vznikda produktovy ion m/z 565. V izotopickych

obalkach produktovych iontl m/z 565 a m/z 522 byl méfenim pii vysokém rozliseni

identifikovan izotop 3S, potvrzujici pfitomnost siry v téchto produktovych iontech

(obr. 19). V dalsich produktovych iontech nebyl, vzhledem k jejich niz§im

intenzitdm, tento izotopicky pik pozorovan.
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Obrazek 19. Produktova spektra metabolitu M609D namérend v profilovém modu
pri rozliseni 480 000 (FWHM pri m/z 400). Produktova spektra jsou priblizena, aby
byla zretelnd izotopicka obalka iontii 522 (A) a 565 (D). Dale jsou jeste priblizeny
M+2 izotopy (pro 522 (B); pro 565 (E)) s viditelnym charakteristickym izotopem
siry 34S. Teoretickd spektra jsou zobrazena pro srovndni: (C): izotopickd simulace
vzorce CooH230ON7S+ pro 522; (F): izotopicka simulace vzorce C3iH3sONgS+ pro
565.

Nejvyznamnéjsi lidské metabolity imatinibu jsou N-demethylovany imatinib
(5 % koncentrace imatinibu v krevni plazmé) a jeho glukuronid (1 %)%, Z tohoto
divodu jsme ocekavali vznik téchto derivatd i od nové nalezenych metabolitd
M609A-D. Tti glukuronidové konjugaty M785A-C odvozené od metaboliti M609
byly nalezeny s m/z 785,2716 (obr. 20).
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Obrdazek 20. MS? (A) a MS® (B) produktova spektra metabolitii M7854-C
(glukuronidové konjugaty cysteinovych aduktii imatinibu M609).

Daéle byly identifikovany tfi demethylované produkty MS5S95A-C s m/z 595,2240
(produktova spektra viz obr. 21). Navic byl nalezen i1 chromatograficky pik
(M771A) sm/z 771,2560. Kratky reten¢ni ¢as spolu s vypocitanym m/z posunem
(176,0320) napovidal, ze se jedna o glukuronidovy konjugat demethylovaného
produktu M595. Nicméné, vzhledem k nedostateCné intenzité¢ tohoto metabolitu,

nebylo mozné ziskat jeho produktové spektrum a potvrdit tak jeho strukturu.
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Obrazek 21. MS? produktova spektra metabolitii M595A4-C (demethylované derivdty
metabolitit M609)

5.2.2. Cystinové konjugaty M730A-B

Ve vSech vzorcich od pacientl uzivajicich imatinib byly detekovany dva metabolity
M730A-B s m/z hodnotou 730,2588 (monoprotonovany ion). Pfitomnost dvou
atoml siry v jejich struktufe byla potvrzena méfenim pii vysokém rozliSeni a
porovnanim s teoretickou izotopickou simulaci. Monoizotopicky pik S byl
detekovan s m/z 732,2545 (M730A) a 732,2547 (M730B; obr 15 (A — C)). Na
zakladé méfeni pfesné hmoty a fragmentacnich experimentti jsme usoudili, Ze se
jednd o cystinové konjugdty imatinibu. Na zikladé praci Inoue a kol.*®” a
Dubbelman a kol.' kteti popsali vznik cystinovych konjugatii u jiného TKI,
lenvatinibu, byl navrzen in vivo mechanismus, kterym se metabolity imatinibu
M730A a M730B pravdépodobné tvoii (obr. 22).
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Obrazek 22. Navrhovany in vivo mechanismus tvorby cystinovych konjugati

imatinibu M730A-B.

Piperazinovy kruh imatinibu byl aktivovan skrze oxidativni desaturaci, jiz diive
popsanou v praci Li a kol.'®*. Konjugace probéhla mezi elektrofilnim iminovym
intermediatem a volnou thiolovou skupinou GSH. Po hydrolyze glutamatového
zbytku, uhlik C3 nebo C5 piperazinového kruhu reagoval s volnou amino skupinou
cysteinylu. N-cysteinyl-piperazinovy derivat byl vytvofen pfes hypoteticky
péticlenny cyklicky intermediat. Po desaturaci N-konjugét, obsahujici volnou
thiolovou skupinu, reagoval s dalsi molekulou GSH. Cystinovy adukt poté vznikl
po hydrolyze glutamatového a glycinového zbytku. Jelikoz produktova spektra
obou metabolitt M730A-B (obr. 23) se od sebe pfili§ nelisi, bude rozdil v jejich
strukturach pravdépodobné v pozici cystinového zbytku na piperazinovém kruhu

(uhliky C2 nebo C3, respektive C5 nebo C6).
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Obrazek 23. Produktova spektra metaboliti M7304-B spolu s s navrhovanou

fragmentaci.

Podobn¢ jako v ptipadé cysteinovych konjugata M609, ptitomnost iontd s m/z 394
v produktovych spektrech cystinovych adukti M730A i M730B (obr. 23), ukazuje,
ze modifikace probéhla mimo systém kruhit A, B, C a D imatinibu (obr. 1). Oba
adukty maji také spole¢ny zakladni ion (nejintenzivnéjsi pik ve spektru) s m/z 508.
Jejich MS3 produktové spektra, kterd jsou na obrazku 24, obsahuji ionty: m/z 231,

394 a 490. Pfesna hmota iontu m/z 508 i jeho produktova spektra naznacuji
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pritomnost karbonylového kysliku na piperazinovém cyklu. Rozdil mezi pfesnou
hmotou MS? produktového iontu m/z 231 a odpovidajiciho MS? produktového iontu
m/z 21761182 g rovna 13,9793, coz se rovna rozdilu adice jednoho atomu kysliku a

desaturace.
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Obrdazek 24. MS® produktova spektra M730A4-B spolu s navrhovanou fragmentaci.

Rozdil v produktovych spektrech cystinovych konjugatti M730A a M730B je
zejména v relativnich intenzitich MS® produktovych iontd m/z 231 a 394.
Produktovy ion m/z 231 je intenzivn&jsi nez m/z 394 ve MS® spektru M730A,

zatimco u M730B je tomu naopak. Gschwind a kol.!*! popsal podobné chovani

-85 -



VYSLEDKY A DISKUZE

dvou oxidovanych metaboliti imatinibu, APGO050 (3-oxopiperazinovy derivat) a
M29.6 (2-oxopiperazinovy derivat). Nejintenzivnéjsi ion v produktovém spektru
APGO050, v némz je kyslik lokalizovan blize k methylové skupiné, byl m/z 394.
Naopak v produktovém spektru M29.6, byl zakladni ion m/z 231. Vzhledem k vyse
uvedenému je pravdépodobné, ze produktovy ion m/z 508 metabolitu M730A ma

karbonylovy kyslik lokalizovan v poloze 2 piperazinového kruhu. Zatimco u

M730B je tento ion 3-oxopiperazinovy derivat.

V ndmi navrhovanych strukturdch metaboliti M730A-B, je cystinova skupina
pfipojena k piperazinu ptes atom dusiku. Béhem fragmentace na produktovy ion
m/z 508 tedy musi dojit k N-O vyméné. Podobna zaména dusiku za kyslik byla
popsiana u N-(3-aminofenyl)benzamidu a jeho derivati v praci Zu a kol'®,
Mechanismus zde popsany pro protonované amidové latky byl adaptovan pro

cystinové konjugaty imatinibu na obrazku 25.

//EH 0 H 0-H i
HO HO HO
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Obrazek 25. Navrhovany mechanismus tvorby produktového iontu m/z 508

V pritbehu fragmentace cystinovych konjugatit M730A4-B.

Ackoli zde chybi v mist¢ N-O vymény amidova skupina, piedpokladame, Ze
karboxylovy kyslik prvniho cysteinového zbytku se ucastni intramolekuldrniho
pfesmyku. Neni vylouceno, Ze béhem N-O vymény, vstupujici atom kysliku zméni
pozici na piperazinovém kruhu. Dubbelman a kol.}8 ve své praci popsala u lidi

vznik cystinového konjugatu lenvatinibu (MET4), ktery byl téZ napojeny pries
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dusik. Jeho produktové spektrum (Obrazek 1 v doplnujicich datech k ¢lanku
Dubbelman a kol.) obsahuje ion, tvofici se po stejné neutralni ztraté jako v naSem
ptipad¢, kdy vznikda ion m/z 508 z metabolitt M730A-B (cystinovy adukt
lenvatinibu MET4: 441,0890 - 219,0757 = 222,0133; cystinové adukty imatinibu
M730A-B: 730,2588 - 508,2455 = 222,0133). Ptestoze se tyto produktové ionty lisi
ve svych relativnich intenzitach (m/z 508 je zakladni ion; m/z 219 ion lenvatinibu
ma nizkou intenzitu) je pravdépodobné, Zze u obou TKI probéhla stejna
biotransformacni reakce. Bohuzel, v praci Dubbelman a kol. chybi diskuze o mozné
struktufe produktového iontu m/z 219 a povaze jeho neutralni ztraty. Dalsi
produktové ionty v MS? spektru cystinového konjugatu lenvatinibu a jejich
neutrdlni ztraty jsou ve shod¢ s produktovymi ionty M730A-B, coz podporuje jejich
navrhovanou strukturu. Dals$i experimenty budou potieba k rozliSeni lokalizace

cystinového zbytku na piperazinu obou metaboliti M730A a M730B.
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Obrdzek 26. MS® produktovad spektra metabolitu M730A.
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Zajimavé je, ze produktova spektra obou cystinovych konjugati M730 obsahovala
nekolik ionth, které se téz nachazeji v produktovych spektrech cysteinovych
konjugatd M609A-D, a to: m/z 609, 565, 522, 478 a 437. Nadto jejich MS?®
produktova spektra jsou opét identicka (obr. 26 a 27).

MS® of M730B: m/z 730 — m/z 609 MS® of M730B: m/z 730 — m/z 533
100 1782340 565.2495 100 490.2361
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Obrazek 27. MS® produktova spektra metabolitu M730B.

Piedpokladame, ze pii fragmentaci M730A-B, po rozstépeni S-S vazby mezi
cysteinovymi zbytky, dochazi k intramolekularnimu pfesmyku podobnému tomu,
ktery se dé&je in vivo pfi vzniku cysteinovych konjugati M609A-D. Pritomnost
atomi siry (3*S izotop) a chemické struktury produktovych iontt M730A-B m/z 609
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(obr. 28E) a 565 (obr. 28C) byly potvrzeny méfenim pii ultra-vysokém rozliSeni.

TéZ bylo prokazano, ze produktové ionty m/z 577 (obr. 28D), 533 (obr. 28B) a 508
(obr. 28A) siru neobsahuji.

A B
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Obrazek 28 A-D. MS? produktovd spektra metabolitu M730B naméiend
V profilovem modu pri  rozliseni 480 000 (FWHM pri m/z  400).
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Obrazek 28 E. MS? produktova spektra metabolitu M730B naméiend v profilovém
modu pri rozliseni 480 000 (FWHM pri m/z 400).

Dale byl nalezen jeden chromatograficky pik (M716A) s m/z hodnotou 716,2438,
jehoz hmotnostni posun odpovida demethylovanému derivatu M730. Nicméng¢, jeho
struktura nemohla byt potvrzena fragmenta¢nimi experimenty, Z diivodu jeho nizké

odezvy.

Vznik elektrofilnich intermediatii imatinibu navrhl Kenny a kol.*%, ktery zachytil
kyanidové a methoxylaminové adukty imatinibu in vitro. Pozdé&ji jejich existenci
potvrdil Li a kol. 1% ktery ur¢il struktury kyanidovych aduktii imatinibu
vznikajicich in vitro. Ac¢koli v obou studiich byl, kromé kyanidii a methoxylaminu,
pouzit také GSH jako zachycujici ¢inidlo, zadné jeho konjugaty s imatinibem
nebyly detekovany. Divodem miize byt to, ze k pfesmyku, kterym po navazani
GSH na imatinib vznikaji cysteinové konjugaty M609A-D, dochazi pouze in vivo.
Vznik cystinovych adukti M730A-B je také mozna vazan na enzymatickou vybavu

celého organismu.
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reaktivnich intermediatt, které jsou pravé endogennim GSH zachycovany. Tyto
intermediaty mohou byt odpovédné za pozorovany inhibi¢ni efekt imatinibu na
CYP3A4%, Navic jaterni toxicita, popisovand u imatinibu i dalsich TKI je &asto
spojovana s tvorbou jejich reaktivnich intermediatG!®t%2, Kromé& toho se tyto
intermediaty mohou podilet i na mimojaternich nezadoucich ucincich, u imatinibu

napiiklad poskozeni ledvin®1%,

Profilovani nové identifikovanych sirnych
metabolitd imatinibu ve vé&tsi skupiné pacientd by tedy mohlo objasnit jeho

hepatotoxicitu a piipadné i nefrotoxicitut®-1%,

5.2.3. Dalsi identifikované metabolity imatinibu

Metabolity M522A-B, jenz byly detekovany jako protonové adukty s hodnotou m/z
522,2248, byly identifikovany jako produkty dvojnasobné oxidace a dvojnasobné
desaturace (hmotnostni posun 27,9585). Produktové spektrum metabolitu M522A
(obr.29) nasvédcuje, ze vtomto piipadé nebyl modifikovany piperazinovy kruh
imatinibu, nybrz jeho zbyvajici ¢ast. Nejintenzivnéj$i produktovy ion m/z 504
odpovida ztraté vody, zatimco ion s m/z 422 vznika po ztraté nemodifikovaného
N-methylpiperazinu. Dalsi ion m/z 394 se tvofi po eliminaci
4-methyl-1-piperazinkarbaldehydu. S ohledem na toto produktové spektrum byla
navrZzena mista oxidaci a desaturaci a to na uhlik C7, tvofici mustek spojujici

N-methylpiperazin se zbyvajici ¢asti molekuly, a na methyl C31 p-toluidinu.
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Obrazek 29. Produktova spektra metabolitu M522A4-B s navrhovanymi

fragmentacemi.

Naopak fragmentaci metabolitu M522B (obr. 29) vznikajici produktové ionty m/z
394 a 245 jasné naznacuji ptitomnost obou oxidaci 1 desaturaci na piperazinovém
kruhu. Dv€ izomerni struktury tohoto metabolitu jsou mozné, jejich rozliSeni a
potvrzeni by vSak vyzadovalo chemickou syntézu. Glukuronidovy konjugat
metabolitu M522B, oznaceny jako M698A, byl nalezen s m/z 698,2569. Jeho MS?
fragmenta¢ni spektrum bylo identické s MS? spektrem M522B (obr. 30).

A MS? of MB98A
B MS?® of MB98A: m/z 698 — m/z 522
245.0924 522.2252

g 100 100
8 80 394.1665
g 60 2t
S 217.0977 S04.2142
E 40— 0 A — — e
£ 0 200 300, 400 500
(0]
['4

0 T T T T T T T T T T T T T T ]

200 300 400 500 600 700

Obrazek 30. MS? (A) a MS2 (B) produktova spektra metabolitu M698A (glukuronid
M522B)
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Dalsi piibuzné metabolity M508A-B byly nalezeny s m/z 508,2105. Jejich piesna
hmota odpovida dvojnasobné oxidaci, dvojnasobné desaturaci a demethylaci. Jejich
produktové ionty v MS? spektrech jsou totozné, lidi se vzijemné jen ve svych
relativnich intenzitach (obr. 31). Produktové ionty m/z 231 a 394 nasvédcuji, Ze se
oba metabolity od sebe li§i ve vzajemné pozici dvou atomd kysliku na
demethylovaném kruhu piperazinu. RozliSeni vzajemnych pozic téchto atomi
kysliku by opét vyZadovalo chemickou syntézu. Dale byl nalezen glukuronidovy
konjugat jednoho z metabolitt M508A-B s m/z 684,2416 oznaceny jako M684A. Po
provedeni dvoustuptiové fragmentace (MS? A MS?) a vzhledem Kk relativnim
intenzitam produktovych iontt m/z 231 a 394 se pravdépodobné jedna o

glukuronidovy konjugat metabolitu M508B (obr. 32).

MS? of M508A
100- 231.0768 394.1667
T 50 508: Ty
= 490.1995 9
5 203.0819 Wtng 490 = water loss
£ 203
£ MS? of M508B 0 NH
€ 400 231.0766 P N>C>_</j\>
E= L/ | 231 /A
3 394 '
x 50 394.1664  490.1989 0
0

150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

Obrazek 31. Produktova spektra metabolitit M508A4-B.
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Obrazek 32. MS? (A) a MS? (B) produktova spektra metabolitu M684.

Nékolikastupnova fragmentace metaboliti M636A-B, detekovanych pifi m/z
636,3401, potvrdila, ze se jedna o derivaty imatinibu. Produktovy ion m/z 394
pozorovany u obou metabolitl, poskytoval identické¢ produktové spektrum jako
stejny produktovy ion (m/z 394) imatinibu (obr. 33). Nejintenzivnéj$im
produktovym iontem spole¢nym obéma metabolitim M636A-B byl ion m/z 480,
tvofeny po neutrdlni ztraté¢ 156,0899. To milize odpovidat ztraté dipeptidu
glycylvalinu. Nicméné, hmotnostni posun metabolitt M636 od imatinibu se rovnal
142,0742 (CsH10N202), coz neodpovida znamym posuntim metabolismu xenobiotik.
Presmyk a pfeména piperazinu na imidazol spojené se ztratou methylenové CH:2
skupiny, podobné¢ jako v pifipadé cysteinovych konjugatt M609A-D, by mohla
objasnit tvorbu glycylvalinového aduktu. AvSak v soucasné literatuie se neobjevuje
zadny dikaz pro podobny piesmyk a konjugaci tohoto dipeptidu a nase data

nedovoluji ucinit jednoznacny zaver.
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Obrazek 33. MS? a MS® produktova
imatinibu M636A (A) a M636B (B).
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spektra neidentifikovanych metabolitii
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Piedpokladané demethylované produkty metaboliti M636A-B, oznatené jako
M622A-B, byly detekovany s m/z 622,3245. Vzhledem K nizké intenzit¢ M622A,
bylo mozné ziskat pouze produktova MS? a MS? spektra metabolitu M622B (obr.
34). Budouci studie se budou zabyvat rozlusténim chemickych struktur metabolitd
M636A-B a M622A-B.
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Obrazek 34. MS? a MS2 produktova spektra neidentifikovaného metabolitu M622B.
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6. ZAVER

Disertacni prace se zabyvala vyvojem metody pro TDM vybranych TKI a studiem

metabolizace imatinibu. Vyty¢ené cile byly dosazeny nasledujicimi zpusoby:
1. Vysokopropustnd metoda pro TDM TKI

V prubéhu vyvoje metody byly optimalizovany parametry online SPE-MS/MS
systému pro stanoveni imatinibu, nilotinibu a lapatinibu v krevni plazmé pacientd.
Zejména se jednalo o vybér stacionarni taze SPE patrony a mobilnich fazi. Déle
bylo optimalizovano trvani jednotlivych kroki online SPE a nastaveni
hmotnostniho spektrometru. Za ucelem zajisténi spolehlivé kvantifikace analyt
byly pouzity izotopicky znacené interni standardy. Ty navic slouzi i k ucinné
kompenzaci vlivu matricovych efekti. Carry-over efekt byl eliminovan pouZzitim
extra oplachovaciho cyklu. Analyza jednoho vzorku trvala 30 sekund a metoda tak
umoziuje vysokou prostupnost vzorkli. Metoda byla validovana dle smérnic FDA
pro validaci bioanalytickych metod a mize tak byt pouzita pro klinické TDM tii
TKI pouzivanych v 1é€bé CML a rakoviny prsu.

2. Metabolizace imatinibu

Pomoci necilené LC-HRMS analyzy plazmatickych vzork pacientt s CML
uzivajicich imatinib bylo objeveno celkem 24 novych metabolitl imatinibu.
Provedené fragmentacni experimenty a métfeni pfi ultra-vysokém rozliSeni 480 000
(FWHM pii m/z 400) napomohlo k navrzeni chemickych struktur vétsiny z nich. Na
zaklad¢ studia dostupnych informaci o metabolizaci analogickych latek byly rovnéz
navrzeny mozné mechanismy vzniku téchto novych metaboliti. Mezi novymi
metabolity byly cysteinové a cystinové konjugaty imatinibu, vznikajici

pravdépodobné pii reakci reaktivnich intermediati imatinibu s GSH. Tvorba
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reaktivnich intermediatd in vivo by mohla objasfiovat nékteré pozorované nezadouci

ucinky imatinibu.

Vysledky této disertacni prace mohou byt vyuzity jak v péci o pacienty s CML pii
provadéni TDM, tak v dal$im vyzkumu in vivo biotransformace TKI a pochopeni

mechanismu jejich zddoucich 1 nezadoucich ucinki.
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7. VYHLEDY

S rozvojem konceptu personalizované péce v onkologii, bude stoupat také vyznam
TDM ve skupiné TKI, pouzivanych v terapii CML. Vysledky V soucasnosti
probihajicich!® klinickych studii, které hodnoti pfinos individualizovaného
davkovani oproti standardnimu, ukazi, do jaké miry lze v€asnou upravou davky
zlepsit pacientovu odpovéd’ na 1é¢bu. Laboratofe zabyvajici se TDM mohou diky
rozvoji analytickych technologii stanovovat hladiny vice 1é¢iv soucasné a
vV mnohem krat§im ¢ase. Monitorovani metabolitd 1é¢iv umozni zkoumani vztaht
mezi jejich hladinami a pozorovanymi zadoucimi i nezddoucimi Gcinky. Pti vyvoji
novych analytickych metod bude dtraz kladen zejména na spolehlivost,
jednoduchost obsluhy, nizkondkladovost a s tim spojenou rychlost. Tim se obecné

zvysi dostupnost TDM a efektivita péce o pacienty.

HRMS ma své nezastupitelné misto nejen ve studiu metabolizace 1é¢iv ale i
Vv metabolomice, kterd studuje vliv riiznych faktorti na metabolismus endogennich
latek. Nedavna metabolomicka studie plazmy a leukocytli porovnavala metabolické
profily pacientli s nové diagnostikovanou CML, lé¢enych hydroxyureou a TKI'%,
Tato studie ukédzala na rozdily v metabolitech glykolyzy, citratovém cyklu a
metabolismu aminokyselin. Také byl pozorovan rozdil v hladinach vybranych
aminokyselin a acylkarnitini mezi pacienty S dobrou odpovédi a rezistentnich na
1é¢bu imatinibem. To mize do budoucna pomoci predem odlisit pacienty s CML, u
kterych by byla s vyssi pravdépodobnosti 1écba imatinibem nelspéSna. Podobna
studie by mohla byt provedena u pacientti, jimz bude 1écba pomoci TKI pterusena.
Metabolomika ma potencial najit rozdily mezi skupinami pacientl, u kterych dojde
nebo nedojde k relapsu choroby. Miize taky napomoci vysvétlit z jakého divodu,

néktefi pacienti zlistanou v remisi a jini ne.
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Na naSem pracovisti dale probihaji studie metabolizaci dalsich TKI. V budoucnu se
budeme zabyvat hledanim korelace mezi hladinami metaboliti imatinibu a

poruchami funkce ledvin.
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