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Souhrn

Chronickd myeloidni leukémie je maligni myeloproliferativni onemocnéni
S charakteristickym vyskytem tzv. Filadelfského chromozomu, ktery vznika nésledkem
translokace ¢asti chromozomu 9 na chromozom 22. Takto vznika fizni onkogen BCR-ABL, pfi
jehoz translaci vznika tyrozinkinaza Bcr-Abl. Cilend terapie pomoci inhibitort tyrozinkindz
(imatinib, nilotinib, dasatinib) zptsobila pifelom v 1é¢bé této nemoci. Inhibitory tyrozinkinaz
vykazuji velky uspéch pfi 1écbé chronické myeloidni leukémie, avSak ani tento typ 1écby se
neobejde bez fady vedlejSich uc¢inkl. U imatinibu je jednim z vedlejSich G€inki selhdni ledvin
u Casti pacientll. Existuje pouze malo studii, které se timto problémem zabyvaji. Jako mozné
pri¢iny selhani ledvin, které tyto studie navrhuji, jsou akutni tubularni nekréza,
Fanconiho syndrom nebo blokace receptori rustového faktoru odvozeného z trombocytt.

V experimentdlni casti této bakalafské prace byly srovnany metabolické profily
dvou skupin pacientii s chronickou myeloidni leukémii na 1é¢bé imatinibem. U prvni skupiny
pacientl byla pravdépodobnost selhani ledvin minimalni, tato skupina slouzila jako kontrolni,
u druhé skupiny bylo naopak riziko selhani ledvin velmi vysoké. Hlavnim kritériem u vzorkt
pro analyzu byly hodnoty glomerularni filtrace. Hodnoty glomerularni filtrace u zdravého
pacienta se pohybuji okolo 1,5 ml-s™, ¢im nizsich hodnot glomerularni filtrace dosdhne, tim je
riziko selhani ledvin vys$§i. Vzorky plazem pacienti byly analyzovany vysokouc¢innou
kapalinovou chromatografii ve spojeni s tandemovym hmotnostnim spektrometrem. Ziskana
data u jednotlivych metaboliti byla mezi sebou porovnana pomoci Studentova t-testu
a krabicovych grafii. Bylo zjisténo, ze vétSina metabolitd imatinibu u skupiny s nizkymi

hodnotami glomeruléarni filtraci je tvofena ve vysSich koncentracich nez u skupiny kontrolni.



Summary

Chronic myeloid leukemia is a malignant myeloproliferative disease with characteristic
presence of the Philadelphia chromosome, which is created by translocation of part
of the chromosome 9 and chromosome 22. This creates the fusion oncogene BCR-ABL.
Translation of this gene causes a formation of tyrosinkinase Bcr-Abl. Target therapy with
inhibitors of tyrosinkinasis (imatinib, nilotinib, dasatinib) brought about a turn in the treatment
of this illness. Inhibitors of tyrosinkinases show a big success in the treatment of chronic
myeloid leukemia, however this treatment is not without side effects. One of the imatinib’s side
effect is renal failure in the part of the patients. Only few of studies, dealing with those
problematic, exist. The possible causes of the renal failure proposed by those studies, are acute
tubular necrosis, Fanconi syndrome or the blocation of the platelet-derived growth factor
receptors.

In the experimental part of this bachelor thesis we compared metabolic profiles of two
groups of patients with chronic myeloid leukemia on the imatinib treatment. The probability
of renal failure in the patients from the first group was minimum, this group acted as a control
group, on the contrary the second group created an elevated risk of renal failure. The main
standard in samples used for analysis was the value of glomerula filtration. The value
of glomerular filtration of healthy patients is around 1,5 ml-s?, the lower the value
of glomerular filtration, the higher the risk of the renal failure. The samples of plasmas of the
patients were analysated with high performance liquid chromatography tandem with a mass
spectrometer. The received datas of the individual metebolites were compared among each
other using Student t-test and boxplots. It was discovered, that most of the metabolites
of imatinib in the group with low values of glomerular filtration are formed in a higher

concentration than those metabolites in a control group.
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Seznam symbolu a zkratek

ABL gen na 9. chromozomu (gen Abelsonovy mysi leukémie)
AKN akutni tubulérni nekroza

ATP adenosintrifosfat

BCR gen na 22. chromozomu (breakpoint cluster region)
BUS busulfan

CE kolizni energie

CML chronicka myeloidni leukémie

CNS centralni nervova soustava

CUR clonici plyn

Cv variacni koeficient

CXP vystupni potencial na kolizni cele

DDR discoidin doménovy receptor

decarb dekarboxylovany

des/demethyl demethylovany

desat desaturovany

didesat didesaturovany

diox dioxidovany

DMSO dimethylsulfoxid

DP deklasteriza¢ni potencial

EP vstupni potencial

GF glomerularni filtrace

glu glukuronid

gly glycin

GS1 zmlzujici plyn

GS2 susici plyn

HLA histokompatibilni systém leukocytarnich antigenti

HPLC vysokou¢inna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

HU hydroxyurea

ICR iontové cyklotronova rezonance

IMA imatinib

Vi



INF-a
KIT

LC
LLC
LSC
MALDI

MF
MRM

MS
0X
PDGFR

Ph
QC
SF
TKB
TK
TKI
TOF

val

interferon-o

receptor pro faktor kmenovych bunék

kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)
kapalinova rozdé€lovaci chromatografie

kapalinova adsorpcni chromatografie

ionizace laserem za pfitomnosti matrice (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization)

mobilni faze

sledovanim produktu rozpadu molekularniho iontu (multiple reaction
monitoring)

hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

oxidovany

receptory rastového faktoru odvozeného z trombocyti (Platelet Derived
Growth Factor Receptor)

Filadelfsky chromozom

vzorky kontroly kvality

staciondrni faze

transplantace kmenovych bun¢k

tyrozinkinazy

inhibitory tyrozinkinaz

detektor doby letu (Time of Flight)

valin
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1. UVOD

Chronicka myeloidni leukémie (CML) je myeloproliferativni onemocnéni s typickou
translokaci ¢asti chromozomu 9 na chromozom 22 (tzv. Filadelfsky chromozom), zaroven
vznika fuzni gen BCR-ABL. Protein Bcr-Abl, ktery vznika pfepisem tohoto fizniho genu, ma
zvySenou tyrozinkinazovou aktivitu, jez naruSuje signaliza¢ni drahy, coz vede
k nekontrolovatelné proliferaci buné¢k.

Imatinib (IMA) je prvni z fady inhibitort tyrozinkinaz (TKI), které jsou vyuzivany jako
nejnovejsi 1écba pacientti s CML. Na rozdil od predchozich typt 1é€by TKI ptisobi specificky,
blokuje vazebné misto pro ATP na onkoproteinu Bcer-Abl, ¢imz zabranuje fosforylaci
tyrozinkinazovych zbytkli proteini. Diky tomu lé€ba pomoci TKI dosahuje vybornych
vysledkd, piesto vSak neni zcela bez vedlejSich Gc¢inki. Jednim z vedlejSich ucinki je akutni
nebo chronické selhani ledvin u ¢asti pacientt 1é¢enych IMA (viz Marcolino et al., 2011).

Cilem experimentalni ¢asti této prace je srovnani metabolického profilu IMA u skupiny
pacienti s CML na lécbé IMA s konstantni hodnotou glomeruldrni filtrace (GF) béhem
dlouhodobé 1ééby IMA se skupinou pacienti s postupné klesajicimi hodnotami GF bé¢hem
1écby IMA znacici postupné selhavani funkce ledvin. K ziskani profilu metabolitii byla vyuZita

vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii.
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2. CILE PRACE

Vypracovani reSerSe na téma: Chronickd myeloidni leukemie (CML) a jeji 1écba,

hmotnostni spektrometrie a vysokoucinna kapalinova chromatografie.

Analyza vzorkt plasmy pacienti s CML 1é¢enych tyrozinkinazovymi inhibitory pomoci

kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozlisenim.
Vyhodnoceni metabolického profilu 1é¢iva u jednotlivych pacienti.
Organizace klinickych dat pacienti.

Statistické vyhodnoceni a nasledna interpretace vysledki.



3. LITERARNI PREHLED

3.1 Chronicka myeloidni leukémie

Chronickd myeloidni leukémie (CML) je klonalni myeloproliferativni onemocnéni, které
je charakterizovano vyskytem tzv. Filadelfského chromozomu (Ph) a leukemického fizniho
onkogenu BCR-ABL. Filadelfsky chromozom slouzi jako marker pro diagnostiku CML
a vyskytuje se u nejméné 90 % nemocnych (viz Obrazek 1) (Kantarijian et al., 2002).

Ze vSech typt leukémii CML tvoii asi 15 aZ 20 %. Incidence onemocnéni se udava
vrozsahu od 1,0 do 1,5 na 100 000 obyvatel za rok. Zavedeni specifické 1écby pomoci
inhibitord tyrozinkinaz (TKI) na ptelomu 20. a 21. stoleti doslo ke zvySeni miry pfeziti pacienti

vice nez dvojnasobné (Faber et Urbanova 2010).
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Obrazek 1: Karyotyp ¢lovéka s CML (Sipkou vyznacena translokace t(9;22) (Liu et al., 2016)



3.1.1 Rizikové faktory a pri¢iny onemocnéni

Priciny CML jsou nejasné, existuje vSak fada rizikovych faktorti, které mohou
k onemocnéni pfispivat. Jednim z nich je vysoky ve€k. Ze vSech ptipadi CML jsou jen
3 % pacienti v détském veéku a 10 % v adolescentnim veku (Faber et Urbanova 2010). Median
véku onemocnénych CML 66 let (Cortes et al., 2016).

Dalsim z rizikovych faktort je obezita. Obézni pacienti ve v€ku 25 let maji riziko CML
zvySeno az Ctyinasobné, pacienti s obezitou ve veéku 40 let maji toto riziko zvySeno
az pétinasobné (Strom et al., 2009).

Rizikové faktory mohou byt i enviromentédlni, kdy u jedincii podrobenych expozici
jaderného zéfeni (a to vcetn¢ terapeutického) byl zaznamenan zvySeny vyskyt CML
(Cortesetal., 2016). Dikazem tohoto tvrzeni je zvySeny vyskyt leukemie u pieziv§ich
atomového bombardovani v japonskych méstech Nagasaki a HiroSima na konci druhé svétové
valky (Masanobu, 1962).

Riziko je spojeno i se zivotospravou pacienta. Krom¢e zminéné obezity predstavuje vyrazny
rizikovy faktor i koufeni (pfi porovnani silného kuféka, ktery vykouti vice jak 21 cigaret denné

s nekutakem) (Kabat et al., 2013).

3.1.2 Filadelfsky chromozom a BCR-ABL gen

Roku 1960 byl popsan védcem Peterem C. Nowellem za spoluprace
s Davidem Hungerfordem na univerzité ve Filadelfii maly abnormalné vypadajici chromozom,
ktery se nachazel pouze v leukocytech pacient s CML (Nowell et Hngerford, 1960).

Na zéklad¢ tohoto objevu se piedpokladalo, ze prave tato geneticka anomalie by mohla byt
pfi¢innou rastové vyhody leukemickych bunék. S rozvijejici se technikou bylo zjisténo,
ze abnormalni chromozom je vysledkem chromozomdlni translokace dlouhych ramen
chromozomi 9 a 22. Utvar byl nazvan Filadelfsky chromozom. Molekularnim disledkem této
reciproké translokace je vznik chimérického fuzniho genu BCR-ABL (viz Obrazek 2)

(Stam et al., 1985).



Fazni gen BCR-ABL, nachazejici se na Ph, exprimuje onkoproteiny Bcr-Abl (existuji
izoformy p210, p190 a p 230), které maji zvySenou tyrozinkindzovou aktivitu. Tyto aberantné
aktivované tyrozinkinazy (TK) narusuji signaliza¢ni drahy v organismu, coz ma za nasledek
zvyseni proliferace, zastaveni diferenciace bunék a rezistenci viici bunécné smrti. S objasnénim
struktury proteinu Bcr-Abl byly vyvinuty specifické TKI, diky ¢emuz doslo k rozvoji 1é¢by
CML (Lietal., 1999).
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Obrazek 2: Vznik Filadelfského chromozomu a fuzniho proteinu Ber-Abl a jeho vliv na rist leukemickych bunék

(upraveno dle Ruriko et Shinya, 2008)

3.1.3 Faze a symptomy CML

Klinicky pribéh nemoci lze rozdélit na tii faze, a sice na fazi chronickou, akcelerovanou
a blastickou. Nej¢astéjSim symptomem je pritomnost Ph, ktery se vyskytuje az u 95 % pacientli
DalSimi ptiznaky jsou napiiklad Gnava, ztrata hmotnosti, pocit plnosti, krvacivost, purpura,
zvétSeni  sleziny, leukocytdza, chudokrevnost, myeloidni hyperplazie kostni diené

a trombocytoza. V 50 % pripadi je nalez CML nahodny (Faderl et al., 1999).



Nejcastéji dochazi k postupu z chronické faze CML do faze akcelerace s nasledujicim
blastickym zvratem. AvSak asi u 1/3 pacienti se faze akcelerace nevyskytuje a hned
po chronické fazi dochazi k nahlému blastickému zvratu (Faber, Indrak et al., 2010).

Chronicka faze je obvykle nejdelsi (trva v priméru 3 az 5 let) a nejlépe odpovidajici na
1é¢bu. Hladina leukocyti se pohybuje okolo >50-10%1, hladina blastéi mezi 1 az 15 %, trovei
hemoglobinu je normalni ¢i mirn€ snizend, uroven krevnich desti¢ek mize byt jak normalni,
tak 1 vysoka ¢i nizka. Ptiznaky jsou unava, ztrdta hmotnosti, pocit plnosti, krvacivost a purpura
(Faderl et al., 1999).

Akcelerovana faze trva obvykle 6 az 9 mésict. Hladina blasti je vice nez 15 %, Groven
hemoglobinu je nizka, uroven krevnich desticek miize byt jak vysoka, tak i nizka. Pfiznaky jsou
nevysvétlitelné horecky, bolest kosti a kloubii, zvétSeni sleziny a jater, slabost a no¢ni poceni
(Faderl et al., 1999).

Blasticka faze tvoii s fazi akcelerovanou fazi pokrocilou. Trva obvykle 3 az 6 mésici.
Hladina blastl je vice nez 30 %, uroven hemoglobinu a krevnich desticek je velmi nizka.
Pfiznaky jsou tézkd chudokrevnost, enormné zvétSena slezina, krvacivost, zvyseni infekci,

nemoci centralni nervové soustavy (CNS) a lymfadenopatie (Faderl et al., 1999).

3.1.4 Lécba CML

Historie 1écby CML zacind roku 1865, kdy se u pacienta podatilo snizit pocet bilych
krvinek za pomoci arzenu. Do tohoto roku lécba vibec neprobihala a nemocni umirali
cca do 3 let od projevil prvnich symptomu. Na pocatku 20. stoleti byla zavedena radioterapie,
ktera pouze snizila problémy spojené se zvétsenim sleziny, ale k prodlouzeni zivota nemocnych
nevedla. V 50. letech 20. stoleti doSlo k zavedeni peroralni chemoterapie, ktera zptisobila tlevu

od bolesti a také prodlouzeni Zivota pacientii (Zackova, 2014).

3.1.4.1 Peroralni chemoterapie

Peroralni chemoterapie byla zavedena v 50. letech 20. stoleti, kdy radioterapii nahradila
lécba pomoci busulfanu (BUS). Busulfan je peroralni cytostatikum, které snizuje pocet
leukocytl a také ptiznaky nemoci u vétSiny pacientit s CML, zptisobuje vSak cetné nezadouci
ucinky jako srdecni, plicni a jaterni fibrozu a myelosupresi, proto byl o nékolik let pozdéji
nahrazen hydroxyureou (HU). Hydroxyurea inhibuje ribonukleosid-difosfat-reduktazy, které

zpusobuje naruseni syntézy DNA. Oproti BUS ma rychlej$i nastup ucinku a lepsi profil



vedlejSich ucinkt. Zaroven, stejn¢ jako BUS, nevyvolava cytogenetickou remisi. Nezadouci
ucinky zptusobované HU jsou myelosuprese, nevolnost, horecka, kozni atrofie
a gastrointestinalni problémy, pii dlouhodobé terapii viedy, lichenoidni dermopatie, kozni
karcinom skvamoznich bun€k, gangréna prstl, vaskulitida a zivot ohrozujici plicni problémy

(Stone, 2004).

3.1.4.2 Interferon-a.

Interferon-o (INF-a) se stal hlavni metodou 1é€by CML od 80. let 20. stoleti az do objeveni
TKI. Diky této lécbe doslo u pacientl k Gplné cytogenetické a molekularni odpovédi, coz bylo
také spojeno s vynikajici dlouhodobou prognézou (Mahon et al., 2002).

Interferon-o G¢inkuje prostfednictvim nékolika drah zahrnujici genovou expresi cytokint,
regulaci bunééného cyklu, diferenciaci, proliferaci a apoptézu. Podnécuje autologni
cytotoxické T lymfocyty ke specifickému rozpoznavani BCR-ABL ¢i BCR-ABL-dependentnich
antigenu jako je napf.: proteinaza-3 (Guilhot et al., 2009).

Lécba pomoci INF-a vyvolava také mnoho neZadoucich ucinki jako je horecka, zimnice,
bolesti hlavy, myalgie, malatnost, anorexie, nevolnost, zvraceni a prijem. Obvykle tyto
nezadouci U€inky vymizi pii pokracujici 1é¢bé nebo mohou byt ptekondny pomoci antipyretik.
DalS§imi neZaddoucimi uc€inky jsou psychologické a nervové problémy vcetné deprese

(Masuda, 2004).

3.1.4.3 Alogenni transplantace kmenovych bunék

Alogenni transplantace je proces pfenosu zivych bunék, tkané ¢i organu z donorového do
akceptorového organismu téhoz druhu s co moZnd nejbliz§i genetickou vybavou. Kromé
transplantace alogenni existuji i dal$i typy: autologni, kdy donorem a akceptorem je tentyz
organismus a syngenni, kdy transplantace probiha mezi jednovajeCnymi dvojcaty
(Tinkova, 2007).

K zapoceti 1écby pomoci alogenni transplantace kmenovych bunék (TKB) doslo
v 60. letech 20. stoleti s objevem histokompatibilniho systému leukocytarnich antigend (HLA).
Dftive byla tato 1écba dosazitelna pouze pro déti s HLA identickym sourozencem, dnes se ale
diky registru dobrovolnych déarci kostni diené stala standartnim lécebnym postupem. Pfi
vybirani vhodnych dércti se krom¢ trovné HLA shody mezi darcem a piijemcem sleduje

I napt. vék, pohlavi, hmotnost, krevni skupina atd. Pfed alogenni TKB je pacient podroben



intenzivni mnohadenni chemoterapii (n€kdy v kombinaci s ozafenim), pii kterém je jeho
imunitni systém oslaben a dochazi k poskozeni malignich bunék a ke snizeni jejich poc¢tu. Dale
dochazi k TKB, které jsou ziskany z kostni dien¢. Transplantace kmenovych bun¢k probiha
pomoci nitrozilni infuze. Poté jsou pacientovi podavany imunosupresiva, které zmensi riziko
imunitni reakce Stépu proti tkanim hostitele. Alogenni TKB se pro 1écbu CML pouziva az
Vv ptipad¢, kdy intenzivni chemoterapie se ukaze jako nedostatecné ti€innou 1é€bou. Vyhodou
transplantace je jeji ucinnost, nese vsak vysoké riziko casnych a pozdéjsich komplikaci jako je
poskozeni tkdni a organti (katarakty, sklerodermie, aseptické nekrozy atd.), psychické problémy

a infekce (Sedlacek et Riha, 2014).

3.1.4.4 Inhibitory tyrozinkinaz

Inhibitory tyrozinkindz v 1écbé CML byly zavedeny na pielomu 20. a 21. stoleti
a znamenaly vyrazny pokrok v jeji 1é¢bé. Dosahuji lepsich vysledkd nez vySe zminéné léky
avedou k dlouhodobé cytogenetické, hematologické a molekularni remisi. Staly se tak

primarnim lé¢ebnym postupem u pacientti s CML (Ozen et al., 2017).

Imatinib (Glivec)

Imatinib je prvnim zavedenym TKI v 1é¢bé CML, tudiz je o jeho ucinnosti a vedlejsich
ucincich dostupnych nejvice informaci ze v§ech TKI (Negrin et Schliffer, 2018).

Imatinib mezylat je derivat 2-fenylaminopyrimidinu, ktery se pouziva k cilené terapii
u pacientd s CML v chronické nebo akcelerované fazi ¢i v blastické krizi (viz Obrazek 3).
Pisobi na maligni buniky, u kterych je zvySena patologicka TK aktivita v disledku vysoké
exprese genu BCR-ABL na Filadelfském chromozomu. Fazni gen BCR-ABL kdéduje enzym
TK Ber-Abl. Tento enzym ptendsi fosfatovou skupinu z donorové molekuly (ATP) na
molekulu cilovou, ¢imz aktivuje fadu proteinit dilezitych pfi proliferaci a diferenciaci
hematopoetickych bunék. Imatinib mezylat specificky inhibuje TK Bcr-Abl tim, Ze se navaze
na vazebné misto pro ATP, ¢imZz ho zablokuje a zabrani tak procesu fosforylace, coz ma
za nasledek zpomaleni proliferace u malignich bunék (viz Obrazek 4). Kromé této funkce
dokaze IMA blokovat receptory ristového faktoru odvozeného z trombocyta (PDGFR)
a kinazovou aktivitu c-kit (Lyseng-Williamson et Blair, 2001).
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Obrazek 3: Strukturni vzorec imatinib mezylatu (vytvoteno v programu ChemSketch)
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Obrazek 4: Mechanismu téinku IMA; A: mechanismus ptisobeni TK Bcer-Abl (na obrazku oznadéen jako Substrat);
B: inhibi¢ni funkce IM A (upraveno dle Goldman et Mughal, 2013)



Standartni davka pro pacienty s CML je 400 az 800 mg za den (davky nad 600 mg jsou
U pokrocilejsi faze CML). Imatinib mezylat s sebou nese i mozné nezadouci ucinky, piestoze
je u vétSiny pacienti dobfe snasen. Tyto nezddouci ucinky mohou byt neutropenie,
trombocytopenie, bolesti svall, kosti a kloubii, problémy traviciho traktu (napf.: diarea,
nevolnost atd.), otoky dolnich koncetin, obli¢eje a vicek a potencidlni hepatotoxicita spojena
S poskozenim jater. V piipadé selhani nebo intolerance 1écby je IMA nahrazen jinym TKI
(Turjap et al., 2015).

Dal$im nezddoucim uc¢inkem, ktery je hlavnim tématem této bakalarské prace, je selhani
ledvin spojené se sniZzenim hodnot GF. Neddvno bylo dokézéno, Ze 1é€ba pomoci IMA
vyvolava akutni selhéni ledvin ¢i chronické selhani ledvin u ¢asti pacienti s CML. Duvod
snizeni hodnot GF a selhani ledvin u téchto pacienti neni znamy a mnohé studie se zabyvaji
hypotézami pficiny téchto komplikaci. N&které studie prokazaly spojitost mezi zvySenym
rizikem selhani ledvin a vy$$im vékem pacientli s CML, diabetem, hypertenzi a také pfedchozi
1é¢bou INF-a (Marcolino et al., 2011). Nékteré studie indikuji, ze selhani ledvin ma za nasledek
akutni tubularni nekréza (AKN) (Pou et al., 2003). Jiné studie naznacuji, ze selhani ledvin je
spojeno s Fanconiho syndromem (Frangois et al., 2008).

Jak bylo jiz zminéno, IMA dokaZze blokovat PDGFR. N¢které studie uvadéji, ze blokace
PDGF drahy muze zptisobit selhani ledvin. Exprese PDGF-f3 byla zaznamenana v proximalnich
tubulech a v mesangiovych a vmezefenych bunkach. Na zvitecich modelech bylo prokazano,
ze osa PDGF-B/PDGFR ma dlileZitou roli pii regeneraci rendlnich tubularnich bunék po AKN.
Pomoci inhibice PDGFR muze IMA interferovat stubularnimi opravnymi mechanismy
(Takikita-Suzuki et al., 2003).

Imatinib mezylat se z trdviciho traktu absorbuje velmi rychle a U¢inné, maximalni
plazmatické koncentrace dosahuje za 2 az 4 hodiny po uziti 1€ku. Jeho biologicka dostupnost
je 98 %, asi z 95 % je vazan na proteiny plazmy. Jeho biotransformace na N-demethylovany
biologicky aktivni metabolit probihd v jatrech za ucasti riznych typi cytochromt. Je vylu¢ovan
prevazné stolici a moci. Biologicky elimina¢ni ¢as IMA je asi 18 hodin, 40 hodin u jeho

hlavniho metabolitu (Lyseng-Williamson et Blair, 2001).
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Dasatinib

Dasatinib (BMS-354825) (viz Obrazek 5) se k 1é¢bé CML pouziva od roku 2006 a ma
stejné jako IMA inhibi¢ni aktivitu Bcr-Abl. K 1écbé CML se pouziva v ptipadé rezistence
¢i intolerance k IMA (Baker S. J. et Reddy E. P., 2010).

Pro nezmutovany BCR-ABL je in vitro 325x ucinnéjsi nez IMA, ¢imz muZe piekonat
je nejcastéji zpusobeno mutaci genu BCR-ABL, kterou v nékterych piipadech dokaze dasatinib
inhibovat. Dasatinib inhibuje také kinazy z rodiny Src, c-Kit, PDGFR a Epherin A receptor.
Doporuc¢end denni davka je 100 az 140 mg. Je pfevazné metabolizovan v jatrech
(Stein et Smith, 2010).

Ackoliv je dasatinib obvykle velmi dobie snasen, vyskytuji se u pacientti (pfevazné
na pocatku 1é¢by) nékteré nezadouci G¢inky jako cytopenie, zadrzovani tekutin, pleuralni
vypotky, dusnost, poruchy traviciho traktu (priijem, nauzea atd.), kozni vyrazka, problémy

se srdcem, bolest hlavy, krvaceni, horecka a inava (Conchon et al., 2011).

N
"

CHSDYESHH

MH AR N/—__\N

>:N MT_DH
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Obrazek 5: Strukturni vzorec dasatinibu (vytvofeno v programu ChemSketch)
Nilotinib

Nilotinib (viz Obrazek 6), diive znamy jako AMN107, je derivat fenylaminopyrimidinu,
ktery byl navrzen na zaklad¢ krystalové struktury IMA ve vazbé s TK Bcer-Abl, a to pro 1é¢bu
CML v pripad¢ rezistence pacientd k IMA. Nilotinib, krom¢ inhibice Bcr-Abl, pisobi
na discoidin doménovy receptor (DDR), receptor pro faktor kmenovych bunék (KIT) a PDGFR
(Weisberg et al., 2005).
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Standartni denni davka je 400 mg dvakrat denné. Nilotinib je vesmés dobie tolerovan, ale
mohou se vyskytnou nezadouci Uc¢inky jako vyrdzka, prijem, bolest hlavy a krvaceni
(Kantarijan et al., 2011).

Nové se i diskutuje o spojitosti 1écby nilotinibem s vys§im vyskytem diabetu, zvySenou

hladinou tuku v krvi a vyskytem mozkového infarktu (Racil et al., 2013).

Obrazek 6: Strukturni vzorec nilotinibu (vytvofeno v programu ChemSketch)

3.2 Metabolizace 1éCiv

Metabolismus 1é¢iv zahrnuje jejich absorpci, distribuci, biotransformaci a eliminaci.
Metabolizace probihd pomoci mnoha reakci, které spolecné tvofi metabolickou drdhou. Ta se
sklada ze dvou fazi (faze I a faze II). Faze I zahrnuje tzv. funkcionaliza¢ni reakce, jimiZ jsou
oxidace, redukce, hydrolyza, hydratace a isomerizace. Faze Il zahrnuje tzv. konjugacni reakce,
kterymi jsou glukosidace, sulfonace, metylace, acetylace, kondenzace, konjugace
s aminokyselinami, s glutationem a s mastnymi kyselinami. V I fazi dochazi v molekule
metabolizovanych xenobiotik k zavadéni nové funkéni skupiny (napt. hydroxylové nebo
karboxylové) a k pozménéni dosavadnich funkénich skupin na polarnéjsi, a to pfevazné za
ucasti enzymii cytochromu P450. Ve II fazi dochazi ke spojeni mezi novou skupinou
S pivodnim xenobiotikem ¢i s jejim metabolitem prostfednictvim transferaz. Nékteré reakce
Vv této fazi zpisobuji zvySeni polarity, coZ mé za nasledek zvySeni exkrece xenobiotika. Jiné
reakce ukonci Ié¢ebnou aktivitu xenobiotika, dalsi reakce slouzi jako ochrana proti reaktivnim
metabolitim. Dulezitou roli pfi metabolizaci maji také transportni proteiny, které se zapojuji
pfi pfijmu a vydeji xenobiotik v riznych tkanich. Jejich indukce a inhibice zpisobuje vznik

interakci, které vyvolavaji nezadouci u¢inky ¢i vymizeni u€inku 1é¢iv (Vokial, 2012).
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3.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je kvantitativni a kvalitativni analyticka
separacni metoda zalozend na rozdilné distribuci analytu mezi stacionarni a mobilni fazi
za vysokého tlaku. Mobilni faze (MF) je kapalina, jez je vysokotlakovym cerpadlem vhanéna
do chromatografického pfistroje. Stacionarni faze (SF) je ukotvend v koloné a MF ji protéka.
Analyt je po nastiiku do chromatografického systému unasem MF pies separacni kolonu
az k detektoru. Mezi SF a MF dochazi k neustalému ustavovani rovnovahy pti rozdélovani
slozek smési (tento jev lze popsat tzv. distribu¢ni konstantou) (Ruzicka, 2017).

Metoda HPLC ma fadu vyhod, k nimz patii vysoka rychlost a citlivost stanoveni, potieba
malého mnoZstvi vzorku a moznost automatizace. Mobilni fdze u HPLC musi byt Cist4,
bez rozpusténych plynt a s vhodnou eluéni u€innosti. U chromatografie s reverzni fazi se jako
MF nejcastéji pouziva voda s metanolem ¢i s acetonitrilem. Je-li slozeni MF stale béhem celé
analyzy, jedna se o isokratickou eluci, pokud se méni pomér jednotlivych slozek MF, jde
0 gradientovou eluci (Luksikova, 2009).

Jako SF se u HPLC pouZziva pevna latka nebo film kapaliny, ktery je ukotveny na nosic¢i.
Stacionarni faze mtizeme délit dle vice parametrt. Nejstarsi déleni je dle skupenstvi na tuhé
(mluvime pak o kapalinové adsorpéni chromatografii — LSC) a kapalné¢ (mluvime pak
0 kapalinové rozdélovaci chromatografii — LLC). Stacionarni fdze ma mit urcité vlastnosti,
a sice musi byt tepelné a chemicky stabilni, nesmi reagovat s MF a nesmi se v MF rozpoustét,
Nejcastéji se jako SF faze pouziva silikagel (Novakova et Dousa, 2013).

Ptistroj pro HPLC se nazyva kapalinovy chromatograf a skladd se z 5. hlavnich ¢asti:
Z vysokotlakového cerpadla, které zabezpecuje nepietrzity pritok MF ostatnimi C¢astmi
chromatografického pfistroje, dale z davkovace, ktery zajistuje nastiik kapalnych vzorki
do pfistroje (pouziva se napt.: injek¢ni ventil, automatické davkovace atd.), z kolony vyrobené
z nekorozivniho materialu (nej€astéji ocel), ve které se nachazi SF, a na které zavisi selektivita
a ucinnost separace, z detektoru svysokou citlivosti (napi.: spektrofotometrické,
fluorimetrické, elektrochemické detektory atd.) a ze systému pro sbér a vyhodnocovani dat pro
analyzu signalG vychazejicich z detektoru. Dale mize HPLC zahrnovat pifidavna zatfizeni
(napf.: termostat, pridatné filtry atd.) (viz Obrazek 7) (Matysova, 2006).

Vystupem HPLC je mnozstvi pikli, které¢ ptedstavuji jednotlivé latky ve vzorku.

Dle velikosti plochy piku mizeme stanovit mnozstvi dané latky ve vzorku (Ruzicka, 2017).
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Obrazek 7: Obecné schéma HPLC systému.

3.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je Vvsoucasné dob& jedna znejvice pouzivanych
analytickych technik. Tato technika disponuje vysokou citlivosti, selektivitou a rychlosti, ale
také velkou slozitosti a vysokou cenou (Schwab et Eberlin, 2012).

Pocatky MS jsou spojeny s fyziky J. J. Thomsonem a F. W. Astonem, ktefi vypracovali
elementarni instrumentaci MS. Tato technika prosla velkym vyvojem a v soucasné dob& ma
velikou Skalu vyuziti (napf.: povrchova analyza, anorganickd elementarni analyza, organicka
strukturni analyza, sekvencovani biopolymert, mini analyzatory ve vesmirnych sondach atd.).
Jednotlivé MS metody jsou od sebe velmi odli$né, ale maji stejny zaklad, a sice méfeni
vlastnosti nabitych ¢astic v plynné fazi (McLafferty, 2008).

Hmotnostni spektrometrie je zaloZena na interakci iontl s elektrickym ¢i magnetickym
polem ve vakuu. Hmotnosti spektrometr sestava ze tii hlavnich ¢ésti, a sice z iontového zdroje,
analyzatoru a detektoru ¢astic (viz Obrazek 8). lontovy zdroj vytvari pozitivné ¢i negativné
nabité molekularni nebo aduktové ¢astice v plynné fazi. Existuje vice typl ionizacnich technik,
které rozdélujeme na mekkeé (k fragmentaci téméf nedochdzi — chemicka ionizace, elektrosprej,
ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI), ...) a tvrdé (vzniké fada fragmentti — elektronova
ionizace). Dalsi soucasti je hmotnostni analyzator, v némz dochazi k rozdé€leni nabitych castic
ve vakuu dle poméru jejich hmotnosti (m) k néboji (z), tedy m/z. Tyto analyzatory vyuzivaji
magnetické, statické ¢i dynamické elektrické pole €i jejich kombinaci. Analyzatory délime dle
zpusobu separace iontd. Kvadrupolové analyzatory neustdle rozdé€luji ionty a posilaji
ty s konkrétnim pomérem m/z k detektoru. U priletovych analyzatora Time of Flight (TOF)
dochazi k separaci nabitych ¢astic v letové trubici diky rozdilnému c¢asu letu k detektoru.
Iontové pasti, orbitalni pasti (Orbitrap) a iontové cyklotronova rezonance (ICR) zadrzuji nabité

Castice v pasti nebo v cele, navic Orbitrap a ICR reprezentuje sestavu analyzatoru s detektorem
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s vyuzitim Fourierovy transformace. Posledni casti je detektor, ktery zaznamendava
analyzatorem vybrané ionty a transformuje jejich signal do digitalni formy. Detektory
nejcasteji rozdelujeme dle jejich schopnosti zdznamu nabitych castic a sice detektory, jez
neberou v avahu velikost m/z iontti a zaznamenavaji vSechny ionty (méfi velikost elektrického
proudu vzniklého pfi srazce elektronu s dynodou a zesileného za pomoci nasobi¢u), a detektory
jejichz zaznam iontd je spojeny s velikosti na jejich m/z, kterymi jsou vyse zminéné analyzatory

spojené s detektory ICR a Orbitrap (Friedecky et Lemr, 2012).

vstup vzorku Pocitac

Iontovy zdroj :> in;f;;l;itsl | > Detektor

Vakuum

Obrazek 8: Obecné schéma MS systému
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material
Jako biologicky materidl byla k analyze pouzita krevni plazma pacientli s diagndzou

CML uzivajici IMA. Vzorky plazmy pacientii byly ziskdny z Hemato-onkologického oddéleni

Fakultni nemocnici v Olomouci. Do analyzy byly uchovavany pii -20 °C.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

4.2.1 Pouzité chemikalie
% dimethylsulfoxid (DMSO) 99,7% (Sigma-Aldrich, USA, kat.¢. D2650)
% ethanol 70% (Sigma-Aldrich, USA, kat.¢. 793213)
% LC-MS Chromasolv voda (Sigma-Aldrich, USA, kat.¢. 39253)
¢ destilovana voda
% kyselina mravenci 98% (Honeywell Fluka, Némecko, kat.¢. 56302)
% acetonitril 99,9% LC-MS Chromasolv (Honeywell Riedel-de Haén, Némecko,
kat.¢. 34967)
% methanol 99,9% (Honeywell Riedel-de Haén, Némecko, kat.¢. 34966)
% hydroxid amonny 25% (Sigma-Aldrich, USA, kat.¢. 30501)
% stabiln¢ znaceny standard imatinibu D8IMA (LC Laboratories, USA, kat.¢. 15577)

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

% trepacka MS3 basic (IKA, Némecko)

% centrifuga minispin (Eppendorf, Némecko)

¢ magnetickd michacka RH basic (IKA, Némecko)

¢ pH metr Orion Star A111 (Thermo Fisher Scientific, USA)

% analytické vahy ABT 120-5DM (KERN, Némecko)
¢ kapalinovy chromatograf Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
% tandemovy hmotnostni spektrometr Triple Quad 6500 (SCIEX, Framingham, USA)
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4.4 Seznam pouzitého software

% Analyst 1.6.2 Software (SCIEX, USA)

Dionex Chromatography MS Link 2:12.0.3414 (Thermo Fisher Scientific, USA)
MultiQuant Software 3.0.5373.0 (SCIEX, USA)

Microsoft Office Excel 2016

» R software 2.15.3 (www.r-project.org)

Statistica 13.4.0.
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4.5 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.5.1 Vybér vzorki pro analyzu
1. Vzorky plazem vhodné pro analyzu byly vybrany na zakladé hodnot GF u pacientt
S CML na 1é¢be IMA
2. Vzorky plazem byly rozdéleny do 8. skupin:

% 1. skupina: hodnoty GF: cca 1,5 ml-s*; denni ddvka IMA: 300-400 mg; doba uziti
IM pied odbérem: cca 20 hod;

< 2. skupina: hodnoty GF: cca 1,5 ml-s™; denni davka IMA: 300-400 mg; doba uziti
IM pied odbérem: cca 15 hod;

% 3. skupina: hodnoty GF: cca 1,5 ml-s*; denni ddvka IMA: 300-400 mg; doba uziti
IM pied odbérem: cca 10 hod;

% 4. skupina: hodnoty GF: cca 1,5 ml-s*; doba uziti IMA pied odbérem: v podobny
¢as u 7 vzorkl téhoz pacienta;

% 5. skupina: hodnoty GF: snizujici se nebo nizké; denni davka IMA: 400 mg; doba
uziti IM pted odbérem: cca 20 hod;

% 6. skupina: hodnoty GF: snizujici se nebo nizké; denni davka IMA: 400 mg; doba
uziti IM pied odbérem: cca 15 hod,;

% 7. skupina: hodnoty GF: snizujici se nebo nizké; denni davka IMA: 300-400 mg;
doba uziti IM pted odbérem: cca 10 hod;

% 8. skupina: hodnoty GF: snizujici se nebo nizké; doba uziti IMA pied odbérem:
vV podobny ¢as u 7 vzorkt téhoz pacienta;

Vzorky ze skupin 1. az 4. mély konstantni hodnoty GF a slouzily jako kontroly pro

analyzu. Hodnoty GF u vzorkt pacientti ze skupin 5. az 8. postupné klesaly nebo byly

nizké, U téchto pacientli bylo predikovano postupné selhani funkce ledvin.
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4.5.2 Priprava zasobniho roztoku

1.

Stabilné znaCeny standard D8IMA byl rozpustén v DMSO o ziskané koncentraci 1
mg/ml.
Koncentrace zdsobniho roztoku byla upravena pfiddnim methanolu na konecnou

koncentraci 200 ng/ml.

4.5.3 Priprava vzorki

1.

150 pl ptipravené¢ho zasobniho roztoku (viz odstavec 4.5.2) bylo smichano s 50 pl
plazmy (celkem 195 vzorki)

Ziskand smés vV mikrozkumavkach byla zvortexovand a deproteinovana pies noc

na -80 °C.

3. Poté byly vzorky zcentrifugovany 15 min pti 12000 rpm a 4°C.

Pro analyzu bylo odebrano 100 pl supernatantu z kazdého vzorku do HPLC vialek.

4.5.4 Priprava vzorki kontroly kvality

1.

Vzorky kontroly kvality (QC) byly pfipraveny odebranim 10 pl supernatantu z kazdého
vzorku do mikrozkumavky (provedlo se zaroven pii 4. kroku ptipravy vzorki).
Vzorky QC byly centrifugovany 5 min pti 1200 rpm.

Po centrifugaci byly QC vzorky rozdéleny do HPLC vialek po 100 ul v kazdé vialce.

4.5.5 Priprava blanku

1.
2.
3.

Vzorek blanku byl pfipraven smisenim 50 ul LC-MS vody s 150 pl zasobniho roztoku.
Blank byl zcentrifugovan 5 min pii 12000 rpm.
Poté bylo odebrano 100 ul do HPLC vialek.

4.5.6 Méfeni pomoci HPLC-MS/MS

1.

Vsechny vzorky plazmy vSech 8 skupin byly analyzovany v jedné analyze. Vzorky QC
byly pouzity pro prvnich 5 nastiika ke stabilizaci systému a také jako kazdy sedmy
nastfik. Vzorky blanku byly analyzovany na zacatku, uprostfed a na konci analyzy
(viz Tabulka 1).

Analyza probihala na kapalinovém chromatografu Dionex Ultimate 3000 ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem tandem Triple Quad 6500. Separace probihala na koloné
Kinetex C18 (100x2 mm; 1,7 um; Phenomenex, USA) nahiaté na 40 °C. Nastiik vzorkl
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byl 5 ul. Jako MF A byla pouzita kyselina mravengi titrovana hydroxidem amonnym na
kone¢né pH 4. Jako MF D byl pouzit acetonitril.

3. Gradientova eluce pii prutoku 0,5 ml/min byla v ptipadé MF D nasledujici: 0-3 min
5 %; 3—13 min linearni gradient z 5 % na 40 %; 13-13,5 min gradient ze 40 % na 95 %j;
13,5-18 min 95 %; 18-18,5 min gradient z 95 % na 5 %; 18,5-20 min 5 %; ekvilibrace
kolony probihala 1,5 min. Celkova analyza jednoho vzorku trvala 20 min
(viz Obrazek 9).

4. Meéfeni na MS bylo provedeno v moédu multiple reaction monitoring (MRM),
tj. sledovanim produktu rozpadu molekularniho iontu. Nastaveni iontového zdroje bylo:
teplota 500 ° C; napéti 5,5 kV; zmlzujici plyn (GS1) 40 psi; susici plyn (GS2) 40 psi;
clonici plyn (CUR) 40 psi.

Tabulka 1: Potadi analyzovanych vzorki v HPLC-MS/MS

Blank QC13 vzorky 84-89 QC29 vzorky 183-188
QC1-QC5 vzorky 43-48 QC21 vzorky 137-142 QC38
vzorky 1-5 QC14 vzorky 90-95 QC30 vzorek 189

QCé6 vzorek 49 QC22 vzorky 143-146 QC39

vzorky 6-11 Blank vzorky 96-101 QC31 Blank

QC7 vzorky 50-53 QC23 vzorky 147-152 Blank

vzorky 12-17 QC15 vzorky 102-107 QC32

QCs8 vzorky 54-59 QC24 vzorky 153-158

vzorky 18-23 QC16 vzorky 108-112 QC33

QC9 vzorky 60-65 QC25 vzorky 159-164

vzorky 24-28 QC17 vzorky 113-118 QC34

QC10 vzorky 66-71 QC26 vzorky 165-170

vzorky 25-30 QC18 vzorky 119-124 QC35

QC11 vzorky 72-77 QC27 vzorky 171-176

vzorky 31-36 QC19 vzorky 125-130 QC36

QC12 vzorky 78-83 QC28 vzorky 177-182

vzorky 37-42 QC20 vzorky 131-136 QC37

Pozn.: Potadi vzorkt je znazornéno po sloupcich a vzorky v ramci skupin mély randomizovana &isla.

a2t

C %A
N
: %C
Toll  FO)
W Flow [ml/min)

| 29

1 T J \J J J
oo 25 $0 5 100 125 150 15 a4

Obrazek 9: Schéma gradientové eluce u HPLC
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5. VYSLEDKY

5.1 Vybér vzorki pro analyzu

Normalni funkci ledvin nebo jejich poskozeni je mozné uréit z hodnot GF jednotlivych
pacientil. U pacientil bez poskozeni ledvin se hodnoty GF pohybuiji okolo 1,5 ml-s™. SniZeni
hodnot GF znaéi poskozeni ledvin a muze vést az k jejich selhani (hodnoty GF méné nez
0,25 ml-s?). Jeden z vedlejsich ginka 1é¢by IMA je selhani ledvin u &asti pacienti. Pro
analyzu byly vybrany vhodné vzorky plazem od pacienti s CML na 1écbé IMA. U kazdého
jednotlivého pacienta byly porovnany hodnoty GF mezi v§emi jeho vzorky z let 2013 az 2018.
Byla sledovana zména hodnot GF béhem lécby, hodnoty GF se zvySovaly, klesaly ¢i zistaly
konstantni. Také bylo sledovano, sjakymi hodnotami GF pacient 1é¢bu zapocal. Byly
vytvoteny dvé skupiny pacientli, prvni skupina méla hodnoty GF konstantni v ¢ase a pro
analyzu slouzila jako kontrolni skupina. Hodnoty GF se pohybovaly kolem 1,5 ml-s™. U druhé
skupiny pacientii byl zaznamenan pokles hodnot GF, coZ znaci postupné selhdvani ledvin.
Z celkového poctu 269 pacientil bylo vybrano 35 pacientil jako kontrolni skupina a 27 pacientt
jako analyzovana skupina s poskozenim ledvin. Uz§i vybér vhodnych vzorkl byl proveden na
zéakladé ovétreni dostupnosti danych vzorki, denni davky IM u jednotlivych pacient a doby
uziti IMA pted odbérem plazmy. Vzorky pacientl byly rozdéleny do 8 skupin (viz Tabulka 2).
Finalni pocet vSech pouzitych vzorkd pro analyzu byl 195, kdy bylo pouzito 107 vzorki

zZ kontrolni skupiny a 88 vzorki ze skupiny s nizkymi hodnotami GF.
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Tabulka 2: Ptehled skupin vzorkll pacientl pro analyzu rozdélenych na zakladé hodnot GF, denni davky IMA

a doby uziti IMA pfed odbérem

¢islo hodnoty
skupiny GF
1. cca
1,5 ml-s?
2. cca
1,5ml-s?
3. cca
1,5ml-s?
4. cca
1,5 ml-s*t
5. nizké
6. nizké
7. nizké
8. snizujici
se/nizké

denni davka
IMA

400 mg
+ 1 vzorek 300
mg
400 mg
+ 1 vzorek 300
mg
400 mg
+ 3 vzorky 300
mg
rizna

400 mg

400 mg

300-400 mg

razna

doba uziti IMA pied
odbérem

cca 20 hod

cca 15 hod

cca 10 hod

7 vzorki téhoz pacienta
v podobny ¢as (20, 15 a
10 hod)

cca 20 hod
cca 15 hod
cca 10 hod

4-7 vzorkd téhoz
pacienta v podobny Cas
(20, 15 a 4 hod)

pocet
vzorki
ve
skupiné
12

11

77

14

66

pocet vzorku
od jednoho
pacienta

1

4az7

Skupiny 1. az 4. byly skupiny kontrolni, skupiny 5. az 8. byly skupiny pacienti

s nizkymi hodnotami GF. U skupin 1. a 5. byl odbér plazmy proveden cca 20 hod po uziti IMA

pacientem, u 2. 2 6. cca 15 hod au 3. a 7. cca 10 hod. U vsech téchto skupin byl vybran vzdy

jeden vzorek od jednoho pacienta s denni davkou IMA 300 az 400 mg. U 4. a 8. skupiny bylo

vybrano 4 az 7 vzorki od jednoho pacienta na zaklad¢ podobné doby uziti IMA pied odbérem.

Seznam vSech pouzitych vzorkid pro analyzu s informacemi ohledné denni davky, presnych

hodnot GF, ¢asu uziti IMA pted odbérem, koncentraci IMA v plazmé a data odbéru se nachdzi

Vv ptiloze (viz Ptiloha 1). Zména hodnot GF po dobu 1écby u jednotlivych pacientt z 8. skupiny

je vyobrazena na grafech (viz Obrazek 10 a 11).
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A: pacient Drab. B: pacient Hara.
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Obrazek 10 (A-F): Vyvoj poklesu hodnot GF [ml-s™] b&hem 1é¢by pomoci IMA u analyzovanych vzorki pacientt
v 8. skuping, pacienti 1 az 6

A: pacient Juli. B: pacient Kopa.
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Obrazek 11 (A-D): Vyvoj poklesu hodnot GF [ml-s™*] béhem 1é¢by pomoci IMA U analyzovanych vzorki pacientd
v 8. skuping, pacienti 7 az 10

5.2 Analyza vzorki pomoci HPLC-MS/MS

U kazdého vzorku bylo metodou HPLC-MS/MS zaznamenano 25 biotransformaci IMA
(viz Tabulka 3). Samotny standard IMA ma hmotu m/z 494,3. N¢které biotransformace byly
Z analyzy vytazeny kvali velmi malym plocham jejich pikii. Findln€¢ byly vyhodnoceny

metabolity u 18 biotransformaci.
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Tabulka 3: Biotransformace IM pomoci HPLC-MS/MS

Kvadrupolovy | Kvadrupolovy Cas

analyator Q1
m/z
609.2

785.2
595.2
771.2
730.2
716.2
622.3
636.3
670.3
480.3
656.3
510.3
510.3
510.3
686.3
496.2
496.2
672.3
702.3
478.2
508.2

684.3
524.2
528.3
494.3
551.3
642.3
522.2

Legenda:

analyzator Q3 | prodlevy

m/z [s]
478.2 20
609.2 100
464.2 100
595.2 100
533.2 100
494.2 100
228.1 20
394.2 20
494.3 20
394.2 20
480.3 20
410.2 20
492.3 20
394.2 20
510.3 20
395.2 20
410.2 20
496.2 20
526.3 100
394.2 100
231.1 20
508.2 20
478.2 20
510.3 20
394.2 20
508.2 20
510.3 20
394.2 20

DP = deklasterizacni potencial
CE = kolizni energie

ox = oxidovany

glu = glukuronid

diox = dioxidovany

decarb = dekarboxylovany

val = valin

Biotransformace

M609 cysteinovy konjugat
M785 glukuronid M609
M595 demethyl M609
M771 glukuronid M595
M730 cystinovy konjugat
M716 demethyl M730
M622 demethyl M636
M636 unknown (val-gly konj.)
IMA-glu/des-desat-ox-IMA-glu
des-IMA
des-IMA-glu
ox-IMAI
ox-IMA I
ox-IMA 111
ox-IMA-glu
des-ox-IMA |
des-ox-IMA 11
des-ox-IMA-glu
diox-IMA-glu
des-desat-IMA

desat-ox-1IMA/demethyl
522/met-IMA
desat-ox-IMA-glu/demethyl 522glu

diox-desat-IMA/ox-met-IMA
ox-hydrol-IMA
IMA/des-desat-ox-IMA
gly-IMA
IMA-glu-decarb
M522 diox+didesat

EP = vstupni potencial

DP

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100

EP

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

10
10
10
10
10
10
10

CE

40
40
30
40
40
30
40
60
30
35
30
35
35
35
35
40
35
30
35
35
35

35
30
35
35
30
35
40

CXP = vystupni potencial na kolizni cele

desat = desaturovany

des/demethyl = demethylovany

gly = glycin

didesat = didesaturovany
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15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

15
15
15
15
15
15
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Vystupem analyzy pomoci HPLC-MS/MS je soubor detekovanych analyti ve forme
pikt. Kazdy pik reprezentuje jeden vytvotreny metabolit (viz Obrazek 12).

XIC of +MRM (29 pairs): 609.200/478.200 Da ID: M 609 cystein conjug from Sample 4 (GC4) of 2019-03-07.wiff (Turbe Spray lonDrive) Wax. 9552.0 cp

7.084
s-IN[A

6. 5e4
.04
5 5e4
5.0e4
4.5e4
ox-IMA IT
4.084

3 5e4

3.0e4

desat-ox-IMA-glu
2 5es demethyl 522-glu

ox-IMA IIT

4 1.31
kﬂr A ]\

8.0 8.5 9.0 9‘5 10.0 105 11.0 11.5 12.0 12'.5 13.0
Time, min

2.0e4

1.5e4

1.0e4

000.0

A

ook .
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Obrazek 12: Chromatograficky zaznam metaboliti IMA vytvotfené v softwaru Analyst

Nasledné byla provedena integrace plochy piki. Plocha piku vyjadiuje relativni
koncentraci dané¢ho analytu. U kazdé biotransformace u vzorku QC13 byly vybrany v§echny
rozpoznatelné piky, které poté byly srovnany s piky u ostatnich vzorki v¢etné u ostatnich QC
vzorki a U vzorkt blanku (u blanku se nesmi vyskytovat zadné piky, opak by evokoval chybu
piianalyze). Piky, které se nachazely u vétSiny vzorka pacientii a QC, byly integrovany pomoci
softwaru MultiQuant. Nejprve byly identifikovany jednotlivé metabolity ozna¢enim danou
biotransformaci + ¢islem, které vyjadiuje poradi v dané biotransformaci (napf. ox-IMA | 1).
Poté byla plocha daného piku zaznafena u vSech vzorkd. Takto byly integrovany vSechny

vzorky analyzy (viz Obrazek 13).
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Obrazek 13: Ptiklad integrace piki v softwaru MultiQuant (na obrazku je uvedena integrace piku s oznacenim ox-IMA | 7)
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5.3 Vyhodnoceni vysledkii analyzy

Nasledné byla na zakladé integrace ziskana data, ktera byla dale zpracovana v softwaru
,,R*“. Byla provedena interpolace dat pomoci metody ,,locally weighted regression* (LOESS),
jejiz cilem bylo odstranéni systematické chyby. Nasledné byl u QC vzorkl vypocitan variaéni
koeficient (CV). Metabolity s CV vyssi nez 30 % byly z analyzy vyfazeny. Data byla nasledné
logaritmicky transformovana.

Dale byly vyselektovany metabolity, které vykazovaly silnou korelacni zavilost
(R> 0,95) za ucelem eliminace opakujicich se metaboliti. Bylo zjisténo, ze metabolity se silnou
korelaci jsou: ox-IMA 1/2 s ox-IMA 11/1 s hodnotou korelace 0,98; ox-IMA 1/1 s ox-IMA-glu 5
s hodnotou korelace 0,95; ox-IMA 1/9 s ox-IMA 11/4 a s ox-IMA 111/2, kdy hodnota korelace
u vSech kombinaci téchto téi pik byla okolo 0,98. Ox-IMA 11/1, ox-IMA 1/1, ox-IMA 1/9
a ox-IMAII/4 byly vyfazeny z vyhodnocovani.

Pomoci neparového Studentova t-testu byly porovnany koncentrace metaboliti u vSech
jednotlivych biotransformaci u 26 vzorkt skupiny pacientd z 5.- 8. skupiny, u kterych byly
hodnoty GF <0,64 ml's! (skupina oznadena jako skupina GF) s25 vzorky skupin
1. a 4. — 20 hod (konkrétné& kontrolni pacienti s GF hodnotami okolo 1,5 ml-s™ a s dobou uziti
IMA 20 hod pted odbérem, tato skupina oznacena jako skupina KON) (viz Tabulka 4-18).
Neparovy Studentdv t-test slouzi k porovnani stfednich hodnot jedné skupiny (pacienti
s hodnotami GF <0,64 ml-s™, skupina GF) se stfednimi hodnotami skupiny druhé (kontrolni
pacienti, skupina KON). Cim niz8ich hodnot t-test dosahne, tim vétsi je rozdil mezi koncentraci
metabolitii: 3. metabolit u ox-IMA-glu 5,11-10"%°; 3. a 2 metabolit u desat-ox.IMA-glu/
demethyl 522-glu 2,89-10°%%; 7,03-10%2; 2., 4. a 1. metabolit u des-ox-IMA-glu 2,15-10"13;
1,14-10"%; 7,75-10% 1. metabolit u ox-IMA | 4,26-10'2; 3. metabolit u IMA-glu/
des-desat-ox-IMA-glu 1,08-1072; 1. metabolit u biotransformace M730 cystinového konjugatu
8,29-10° 1,

Poté byly vytvofeny krabicové grafy (viz Obrazek 14-28) u stejnych skupin jako
v piipadé t-testu (skupina GF s GF hodnotami <0,64 ml-s x skupina KON kontrolni s uZzitim
IMA 20 hod pted odbérem). Porovnany byly jednotlivé metabolity biotransformaci mezi GF
a KON skupinou.
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Tabulka 4: Statistickd vyznamnost metabolizace IMA na demethylovany oxidovany IMA (des-ox-IMA) pro
skupiny GF vs. KON.

poradi metabolitu 1 2 3 4 5 6
GF v KON A/B C/ID | EIF G/H 11 K/L
t-test 5,69-10* 10,94 | 0,18 | 7,63-10° | 5,92-10° | 5,56-10*
Pozn.: A, C, E, G, I, K = metabolity skupiny GF B, D, F, H, J, L = metabolity skupiny KON
des-ox-IMA
2.0 , '
15t 5
2
10t o
2 osf
g
z 00t = £
% i
% 05+ o
5
Z 10}
d © 0 Median
15t 10 25%-75%
T Non-Outlier Range
-2.0 * * * * * * * * * * * * o Qutliers
A B C D E F G H [ J K L # Extremes

Obrazek 14: Krabicové grafy metabolizace IMA na demethylovany oxidovany IMA (des-ox-IMA) pro skupiny

GF vs. KON (popisky krabicovych graft viz Tabulka 4).

Tabulka 5: Statisticka vyznamnost metabolizace IMA na demethylovany oxidovany IMA glukuronid

(des-ox-IMA-glu) pro skupiny GF vs. KON.

poitadi metabolitu 1 2 3 4 5
GF vs. KON A/B C/D E/F G/H 11
t-test 7,75-101° | 2,15-10 | 2,07-10® | 1,14-10% | 4,49-10°

Pozn:. A, C, E, G, | = metabolity skupiny GF

des-ox-IMA-glu

25

CLR transformované plochy pikt

-05 ¢t
-10 ¢
-15 |
-20
-2.5

20
15+t
10
05+t
0.0

B, D, F, H, J = metabolity skupiny KON

O Median
[ 25%-75%
T Non-Outlier Range

J

o Outliers

Obrazek 15: Krabicové grafy metabolizace IMA na demethylovany oxidovany glukuronid IMA (des-ox-IMA-glu)

pro skupiny GF vs. KON (popisky krabicovych grafi viz Tabulka 5).
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Tabulka 6: Statisticka vyznamnost metabolizace IMA na desaturovany oxidovany IMA/ demethylovany 522/

methylovany IMA (desat-ox-IMA/demethyl 522/met-IMA) pro skupiny GF vs. KON.

poradi metabolitu 1 2 3 4
GF vs. KON A/B C/D E/F G/H
t-test 1,05-10°% | 0,061 | 1,48-108 | 2,23-10°3

Pozn.: A, C, E, G= metabolity skupiny GF B, D, F, H = metabolity skupiny KON

CLR transformované plochy pikt

-0.2
-04
-0.6
-0.8
-1.0
-12
-14

desat-ox-IMA/demethyl 522/met-IMA

0.8
0.6
04
0.2
0.0

:

O Median
[0 25%-75%

A

B

c

D

E

F

G

H

T Non-Outlier Range
o Outliers

Obrazek 16: Krabicové grafy IMA na desaturovany oxidovany IMA/ demethylovany 522/ methylovany IMA
(desat-ox-IMA/demethyl 522/met-IMA) pro skupiny GF vs. KON (popisky krabicovych grafii viz Tabulka 6).

Tabulka 7: Statisticka vyznamnost metabolizace IMA na desaturovany oxidovany IMA glukuronid/
demethylovany 522 glukuronid (desat-ox-IMA-glu/demethyl 522-glu) pro skupiny GF vs. KON.

poitadi metabolitu 1 3
GF vs. KON A/B C/D E/F
t-test 299 | 7,03-10"2 | 2,89-10"®

Pozn.: A, C, E = metabolity skupiny GF

CLR transformované plochy pikt
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Obrazek 17: Krabicové grafy metabolizace IMA na desaturovany oxidovany IMA glukuronid/ demethylovany 522
glukuronid (desat-ox-IMA-glu/demethyl 522-glu) pro skupiny GF vs. KON (popisky krabicovych grafu

viz Tabulka 7).
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Tabulka 8: Statisticka vyznamnost metabolizace IMA na demethylovany desaturovany oxidovany IMA (IMA/

des-desat-ox-1M

A) pro skupiny GF vs. KON.

poiradi metabolitu 1 2
GF vs. KON A/B C/ID
t-test 1,87-10® 3,46:10°®

Pozn.: A, C= metabolity skupiny GF B, D = metabolity skupiny KON

IMA/des-desat-ox-IMA
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Obrazek 18: Krabicové grafy metabolizace IMA na demethylovany desaturovany oxidovany IMA (IMA/
des-desat-ox-IMA) pro skupiny GF vs. KON (popisky krabicovych grafi viz Tabulka 8).

Tabulka 9: Statisticka vyznamnost metabolizace IMA na demethylovany desaturovany oxidovany glukuronid IMA

(IMA-glu/des-desat-ox-IMA-glu) pro skupiny GF vs. KON.

poradi metabolitu 1 2 3 4
GF vs. KON A/B C/ID E/F G/H
t-test 4,92-10° | 1,27-10° | 1,08-10"2 | 1,86-107

Pozn.: A, C, E, G = metabolity skupiny GF B, D, F, H = metabolity skupiny KON

IMA glu/des-desat-ox-IMA-glu
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Obrazek 19: Krabicové grafy metabolizace IMA na demethylovany desaturovany oxidovany glukuronid IMA
(IMA-glu/ des-desat-ox-IMA-glu) pro skupiny GF vs. KON (popisky krabicovych grafi viz Tabulka 9).
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Tabulka 10: Statisticka vyznamnost metabolizace IMA na oxidovany IMA (ox-IMA) pro skupiny GF vs. KON.

poradi metabolitu | 1 2 3 4 5 6 7 8
GF vs. KON A/B | C/D E/F G/H 11 K/L M/N O/P
t-test 0,88 | 5-10° | 8,2:10* | 3,62-107 | 0,36 | 6,64-103 0,71 0,49
Pozn.: A, C, E, G, |, K, M, O = metabolity skupiny GF B, D, F, H, J, L, N, P = metabolity skupiny KON
ox-IMA
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Obrazek 20: Krabicové grafy metabolizace IMA na oxidovany IMA (ox-IMA) pro skupiny GF vs. KON (popisky
krabicovych grafii viz Tabulka 10).

Tabulka 11: Statisticka vyznamnost metabolizace IMA na oxidovany IMA glukuronid (ox-IMA-glu) pro skupiny
GF vs. KON.

poradi metabolitu 1 2 3 4 5
GF vs. KON A/B C/D E/F G/H 11
t-test 2,06-107 | 5,38-107 | 5,11-10% | 4,01:10° | 4,26:10%
Pozn.: A, C, E, G, I= metabolity skupiny GF B, D, F, H, J = metabolity skupiny KON
ox-IMA-glu
1.5
1
05 @ o
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Obrazek 21: Krabicové grafy metabolizace IMA na oxidovany IMA glukuronid (ox-IMA-glu) pro skupiny GF
vs. KON (popisky krabicovych grafii viz Tabulka 11).
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Tabulka 12: Statistickda vyznamnost metabolizace IMA na demethylovany IMA (des-IMA) (vlevo) a na
demethylovany IMA glukuronid (des-IMA-glu) (vpravo) pro skupiny GF vs. KON.

metabolit t-test metabolit t-test
des-IMA 6,9-10* des-IMA-glu 2,16-10°
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-0.6 O 25%-75% -2,0 T Non-Outlier Range
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mované plochy pik

CLR transformované plochy pikii

CLR transfc

Obrazek 22: Krabicové grafy metabolizace IMA na demethylovany IMA (des-IMA) (vlevo) a na demethylovany
IMA glukuronid (des-IMA-glu) (vpravo) pro skupiny GF vs. KON (metabolit A u GF skupiny, B u skupiny KON).

Tabulka 13: Statisticka vyznamnost metabolizace IMA na M730 cystinovy konjugat pro skupiny GF vs. KON.

poradi metabolitu 1 2
GF vs. KON A/B C/D
t-test 8,29-101 | 2,24-10°
Pozn.: A, C = metabolity skupiny GF B, D = metabolity skupiny KON

M730 cystinovy konjugat
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Obrazek 23: Krabicové grafy metabolizace IMA na M730 cystinovy konjugat pro skupiny GF vs. KON (popisky
krabicovych grafi viz Tabulka 13).
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(M522 diox+didesat) pro skupiny GF vs. KON.

Tabulka 14: Statisticka vyznamnost metabolizace IMA na MS522 dioxidovany didesaturovany
poradi metabolitu 1 2 3
GF vs. KON A/B C/ID E/F
t-test 0,41 3,89:10° 0,29

Pozn.: A, C, E = metabolity skupiny GF

CLR transformované plochy piki
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Obrazek 24: Krabicové grafy metabolizace IMA na M522 dioxidovany-didesaturovany (M522 diox+didesat) pro

skupiny GF vs. KON (popisky krabicovych grafa viz Tabulka 14).

Tabulka 15: Statistickd vyznamnost metabolizace IMA na M609 cysteinovy konjugat pro skupiny GF vs. KON.

Pozn.

poi‘adi metabolitu 1 2
GF vs. KON A/B C/ID
t-test 2,58:10% | 9,6:10°

: A, C = metabolity skupiny GF

B, D = metabolity skupiny KON

M609 cysteinovy konjugat
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Obrazek 25: Krabicové grafy metabolizace IMA na M609 cysteinovy konjugat pro skupiny GF vs. KON

(popisky krabicovych grafi viz Tabulka 15).
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Tabulka 16: Statistickd vyznamnost metabolizace IMA na demethylovany desaturovany IMA (des-desat-IMA)
(vlevo) a na glycin IMA (gly-IMA) (vpravo) pro skupiny GF vs. KON.

metabolit t-test metabolit t-test
des-desat-IMA 0,35 gly-IMA 0,85
des-desat-IMA gly-IMA
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né plochy pik
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Obrazek 26: Krabicové grafy metabolizace IMA na demethylovany desaturovany IMA (des-desat-IMA) (vlevo)
a na glycin IMA (gly-IMA) (vpravo) pro skupiny GF vs. KON (metabolit A u GF skupiny, B u skupiny KON).

Tabulka 17: Statisticka vyznamnost metabolizace IMA na M595 demethylovany/M609 (M595 demethyl/M609)
(vlevo) a M622 demethylovany/M636 (M622 demethyl/M636) (vpravo) pro skupiny GF vs. KON.

metabolit t-test metabolit t-test

M595 demethyl/M609 3.43-10° M622 demethyl/M636 1.09-10°

M595 demethyl/M609 g M622 demethyl/M636
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Obrazek 27: Krabicové grafy metabolizace IMA na M595 demethylovany/M609 (M595 demethyl/M609) (vlevo)
a M622 demethylovany/M636 (M622 demethyl/M636) (vpravo) pro skupiny GF vs. KON (metabolit A u skupiny
GF, B u skupiny KON).
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Tabulka 18: Statisticka vyznamnost metabolizace IMA na M636 valin-glycin konjugat (M636 unknown val-gly

konjugat) pro skupiny GF vs. KON.

Pozn.: A, C = metabolity skupiny GF

poiadi metabolitu 1 2
GF vs. KON A/B C/D
t-test 2,65-107 | 9,7-10°

M636 unknown (val-gly konjugat)

B, D = metabolity skupiny KON
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Obrazek 28: Krabicové grafy metabolizace IMA na M636 valin-glycin konjugat (M636 unknown val-gly

konjugat) pro skupiny GF vs. KON (popisky krabicovych grafi viz Tabulka 15).

Pii porovnani jednotlivych krabicovych grafi (viz Obrazek 14-28) bylo zjisténo, ze

u vétsiny vzorki od pacienttl ze skupiny GF (pacienti s GF hodnotami <0,64 ml-s) dosahuje

koncentrace jednotlivych metabolitd vyssich hodnot nez u kontrolni skupiny KON. Tento rozdil

je dobie patrny napt.: u Obrazku 15, 17, 18, 19, 21 a 23. Z toho vyplyva, ze u pacientt s predikci

selhani ledvin je pfevazna ¢ast metabolitl tvofena ve vétSich koncentracich nez u kontrolnich

pacientl s normalni funkci ledvin.
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6. DISKUZE

Cilena terapie pacientl s chronickou myeloidni leukémie pomoci inhibitori tyrozinkinaz se
stala diky mimotadn¢ velkému zlepseni progn6zy nemocnych hlavnim Ié¢ebnym postupem této
nemoci. Bohuzel ani tento druh 1é¢by neni zcela bez vedlejSich ucinki. Jednim z vedlejsich
ucinkt u imatinibu je akutni nebo chronické selhani ledvin u ¢asti pacientl. Tato bakalarska
prace byla zamétena praveé na tento nezadouci ucinek. Cilem této prace bylo najit rozdil mezi
metabolickym profilem pacientl s predikei selhani ledvin vi¢i kontrolnim pacientiim. Jako
hlavni kritérium slouzila hodnota glomerularni filtrace. U pacienti S konstantni hodnotou
glomerularni filtrace (kontrolni skupina) byly hodnoty glomerularni filtrace okolo 1,5 ml-s™,
U pacientl s rizikem selhani ledvin byly hodnoty glomerularni filtrace postupné se snizujici ¢i
nizké. K analyze byly pouzity vzorky plazem téchto pacientli odebrané mezi lety 2013-2018.
Pacienti byly rozdéleni do 8 skupin podle hodnot glomerularni filtrace, ¢asu uziti imatinibu
pied odbérem plazmy a denni davky 1é¢iva. Vzorky byly analyzovany pomoci HPLC-MS/MS.
Vysledna data byla integrovana, upravena a logaritmicky transformovana.

Bylo zaznamenano 25 biotransformaci imatinibu, kdy po vylouceni biotransformaci s velmi
malymi plochami pikll z analyzy byly dale zpracovany metabolity 18 biotransformaci. Ve
srovnani s diive publikovanymi pracemi (Vrobel et al., 2017 a Friedecky et al., 2015) byl
zaznamenan niz§i pocet biotransformaci (u danych publikaci zaznamendno dohromady
35 biotransformaci). Na rozdil od téchto publikaci, kde bylo dohromady identifikovano
114 metabolitl, bylo v této praci identifikovano pouze 52 metabolitli. Divodem tohoto rozdilu
byla rozdilnd metoda analyzy, kdy publikace pouzily LTQ Orbitrap Elite hmotnostni
spektrometr pracujici s vysokym rozliSenim, zatimco V této analyze byl pouzit tandemovy
hmotnostni spektrometr Triple Quad 6500, pracujici s jednotkovym rozliSenim. DalSim
diivodem byl maly pocet vzorki s tizkou specifikaci u danych publikaci, kdezto v rdmci tohoto
projektu bylo zahrnuto celkem 195 vzorkd.

Pro porovnani vysledkl analyzy byl pouzit Studentlv t-test a grafické vyjadieni dat pomoci
krabicovych grafii. Bylo zji§téno, ze vétSina metabolitl imatinibu vykazuje vyssi hladiny
u skupiny pacientfi se snizenymi hodnotami glomerularni filtrace (skupina GF, <0,64 ml-s™)
nez u kontrolni skupiny pacientii (skupina KON). Ackoliv t-test ukézal celou fadu statickych
vyznamnosti (hladina pod hodnotou p-hodnoty = 0,05), vzhledem Kk velkému poctu

analyzovanych vzorktl, a ne vzdy vizudlné jasné separace (skupina GF x KON) metaboliti

v
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Ptfi porovnani jednotlivych vysledk t-testu bylo zjiSténo, Ze nejvétSich statickych
vyznamnosti dosahuji metabolity glukuronidy. O tomto fenoménu neni vice informaci
Vv dostupné literatute a vyzaduje budouci studium.

Do budoucna je v planu k detailn¢jSimu prozkoumdani této problematiky vyhotoveni

korelacni analyzy vzorkl pacientli z 8. skupiny, vyhotoveni logistické regrese pro nejvice

v
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7. ZAVER

V teoretické casti této prace byla vypracovdna reSerSe na téma chronickd myeloidni
leukémie, Filadelfsky chromozom, rizikové faktory vzniku tohoto typu leukémie, jeji faze
a symptomy, zpusoby jeji 1€cby vetné principu plisobeni inhibitord tyrozinkinaz. Dale byly
zahrnuty Casti zabyvajici se metabolizaci 1€¢iv, vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii
a hmotnostni spektrometrii.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na porovndni metabolickych profili pacienti
s chronickou myeloidni leukémii na 1é¢bé imatinibem. Pacienti byli rozdéleni do dvou skupin
podle hodnot glomerularni filtrace. Dle hodnot glomerularni filtrace 1ze predikovat selhani
ledvin u jednotlivych pacienti. V prvni skupiné byly pacienti s normalnimi hodnotami
glomerularni filtrace (okolo 1,5 ml-s). Ve druhé skupiné byly pacienti s vysokym rizikem
selhani ledvin s postupné snizujicimi se ¢i nizkymi hodnotami glomerularni filtrace. Vzorky
plazem t&chto pacientli byly analyzovany pomoci vysokotc¢inné kapalinové chromatografie ve
spojeni s tandemovym hmotnostnim spektrometrem. Pomoci této analyzy byly nalezeny
diskriminované metabolity. VétSina metabolitd imatinibu u skupiny pacientl s nizkymi
hodnotami glomerularni filtrace byla detekovana ve vysSich koncentracich nez metabolity

u kontrolni skupiny.
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9. PRILOHY

¢ Priloha 1: Seznam vsech pouzitych vzorkd z 8 skupin pro analyzu vcetné data odbéru
plazmy, hodnoty GF, denni davky, koncentrace IM v plazmé a doby uziti IM pied

odbérem
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Priloha 1: Seznam vsech pouzitych vzorkt z 8 skupin pro analyzu véetné data odbéru plazmy, hodnoty GF, denni

davky, koncentrace IM v plazmé a doby uziti IM pied odbérem

skupina ¢islo jméno datum hodnoty | denni | cIMv doba
vzorku | pacienta odbéru GF davka | plazmé uziti IM
[ml's*] | [mg] [ng-ml] | pied
odbérem
[hod]
1. skupina kontroly | 1 Horv. 22.06.2016 | 1,5 400 1000 21
20 hod 2 Horv.2 09.01.2017 | 1,5 400 3160 22
3 Jasi. 15.08.2016 | 1,5 400 1020 18
4 Kola. 04.08.2015 | 1,5 400 899 20
5 Kren. 07.10.2013 | 1,5 300 1670 20
6 Kutr. 12.03.2013 | 1,49 400 1230 24
7 Miku. 28.08.2017 | 1,5 400 2100 20
8 Netk. 19.09.2013 | 15 400 1040 23
9 Pika. 15.12.2014 | 1,5 400 666 20
10 Vych. 09.03.2015 | 15 400 148 17
11 Kotl. 23.11.2015 | 15 400 1350 20
12 Pesl. 16.05.2016 | 1,48 400 1330 20
2. skupina kontroly | 13 Horv.2 04.09.2017 | 1,5 400 3470 14
15 hod 14 Jasi. 22.05.2017 | 1,5 400 166 14
15 Vych. 07.04.2015 | 15 400 664 16
16 Cere. 06.10.2014 | 1,5 300 1170 14
17 Kemp. 13.06.2017 | 1,5 400 197 15
18 Nevi. 09.11.2015 | 15 400 1900 14
19 Pesl. 30.11.2015 | 1,41 400 1410 15
3. skupina kontroly | 20 Brad. 08.06.2017 | 1,47 300 1900 11
10 hod 21 Cap. 02.02.2015 | 1,49 400 1280 10
22 Horv. 04.12.2017 | 15 300 3160 11
24 Knej. 06.06.2016 | 1,5 400 1580 10
25 Kren. 08.07.2013 | 1,5 300 2790 12,5
26 Kutr. 24.09.2013 | 1,48 400 999 11,5
27 Vémo. 12.04.2016 | 1,5 400 1070 11,5
28 Cerma. 13.04.2015 | 1,5 400 2330 12
29 Hrub. 20.07.2017 | 1,5 400 1650 11
30 Slow. 14.10.2015 | 1,5 400 1740 11
4. skupina kontroly | 31 Horv. 17.12.2014 | 1,5 400 748 17
7 vzorki-1 pacient | 32 Horv. 18.03.2015 | 1,5 400 615 25
20 hod 33 Horv. 17.06.2015 | 15 400 | 1700 24
34 Horv. 16.09.2015 | 1,5 400 1240 23
35 Horv. 23.03.2016 | 15 400 1060 26
36 Horv. 22.06.2016 | 1,5 400 1000 21




¢islo jméno datum hodnoty | denni cIMv doba
vzorku | pacienta odbéru GF davka | plazmé uziti IM
[ml's*] | [mg] [ng'ml?'] | pied
odbérem

[hod]
37 Horv. 21.09.2016 | 1,5 400 1390 25
38 Miku. 23.09.2013 | 1,44 400 942 19
39 Miku. 25.11.2013 | 1,33 500 1120 20
40 Miku. 17.03.2014 | 1,36 500 1150 20
41 Miku. 20.10.2014 | 1,44 500 1330 20
42 Miku. 13.04.2015 | 1,5 500 729 20
43 Miku. 12.10.2015 | 1,27 500 3000 21
44 Miku. 23.11.2015 | 1,32 500 3770 21
45 Pika. 27.10.2014 | 15 400 449 19
46 Pika. 10.11.2014 |15 400 552 19
47 Pika. 01.12.2014 | 15 400 466 19
48 Pika. 25.04.2016 | 1,44 400 933 19
49 Pika. 27.04.2015 | 1,5 400 1000 19
50 Pika. 21.11.2016 | 1,5 400 2120 19
51 Pika. 24.04.2017 | 15 400 1350 20
52 Kotl. 03.11.2014 | 15 400 897 20
53 Kotl. 16.02.2015 | 1,5 400 1370 21
54 Kotl. 18.05.2015 | 1,45 400 1480 17
55 Kotl. 05.08.2013 | 1,43 400 1480 19
56 Kotl. 29.02.2016 | 1,5 400 1390 19
57 Kotl. 23.05.2016 | 1,44 400 1560 20
58 Kotl. 14.11.2016 | 1,5 400 1740 19
59 Pesl. 29.02.2016 | 1,43 400 1570 18
60 Pesl. 15.08.2016 | 1,5 600 1330 19
61 Pesl. 06.02.2017 | 1,5 400 1400 19
62 Pesl. 14.08.2017 | 1,47 400 1290 21
63 Pesl. 04.12.2017 | 1,48 400 1250 17
64 Pesl. 09.04.2018 | 1,5 400 1300 18
65 Pesl. 15.05.2017 | 1,38 400 1490 19
66 Cere. 20.04.2015 | 1,48 300 1250 20
67 Cere. 13.06.2016 | 1,47 300 1400 21
68 Cere. 26.09.2016 | 1,5 300 1090 20
69 Cere. 16.01.2017 | 1,5 300 1830 21
70 Cere. 10.04.2017 | 1,5 300 1160 21
71 Cere. 19.06.2017 | 1,48 300 1080 22
72 Cere. 19.02.2018 | 1,5 300 1180 21
4. skupina kontroly | 73 Nevi. 11.05.2015 | 1,5 400 1510 14
7 vzorki-1 pacient | 74 Nevi. 27.07.2015 | 1,5 400 1880 12
15 hod 75 Novt. 21.09.2017 | 1,45 400 | 1730 13
76 Nevi. 02.03.2016 | 1,5 400 1640 14




¢islo jméno datum hodnoty | denni cIMv doba
vzorku | pacienta odbéru GF davka | plazmé uziti IM
[ml's*] | [mg] [ng'ml?'] | pied
odbérem
[hod]
77 Nevi. 22.06.2016 | 1,5 400 1530 14
78 Nevi. 19.09.2016 | 1,5 400 690 14
79 Nevi. 09.01.2017 | 1,5 400 1670 13
4. skupina kontroly | 80 Cap. 01.12.2014 |15 400 1520 11
7 vzorkii-1 pacient | g1 Cap. 19.09.2016 | 1,5 400 999 11
10 hod 82 Eap. 04.05.2015 | 1,49 400 | 1940 11
83 Cap. 29.02.2016 | 1,5 300 1240 11
84 Cap. 21.08.2017 | 1,44 400 1370 12
85 Cap. 27.11.2017 | 1,5 400 1170 10
86 Cap. 12.03.2018 | 1,5 400 1540 11
87 Knej. 05.12.2016 | 1,44 400 1220 11
88 Kne;j. 05.09.2016 | 1,35 400 1360 11
89 Knej. 06.03.2017 | 1,5 400 1240 11,5
90 Knej. 05.06.2017 | 1,5 400 1230 12
91 Kne;j. 07.09.2017 | 1,5 400 1160 12
92 Knej. 14.12.2017 | 1,5 400 1360 11
93 Knej. 15.03.2018 | 1,5 400 1660 11
94 Cerm. 11.04.2016 | 1,5 400 2150 12
95 Cerm. 27.06.2016 | 1,5 400 2450 12
96 Cerm. 26.09.2016 | 1,39 400 2190 14
97 Cerm. 13.03.2017 | 1,48 400 1580 11
98 Cerm. 19.06.2017 | 1,38 400 1930 12
99 Cerm. 18.09.2017 | 1,42 400 1830 12
100 Cerm. 15.01.2018 | 1,5 400 1910 12
101 Hrub. 03.11.2014 | 1,5 400 1490 11
102 Hrub. 20.04.2015 | 1,5 400 1750 10
103 Hrub. 13.07.2015 | 1,5 400 1630 9
104 Hrub. 18.07.2016 | 1,5 400 1390 10
105 Hrub. 26.10.2017 | 1,5 400 1410 11
106 Hrub. 01.02.2018 | 1,5 400 1730 11
107 Hrub. 03.05.2018 | 1,5 400 1330 10
5. skupina nizké 108 Dude. 06.03.2013 | 0,87 400 1130 20
hodnoty GF 20 hod [ 109 Hara. 08.03.2016 | 1,2 400 491 22
110 Kolo. 04.05.2015 | 1,19 400 1610 22,5
111 Kova. 14.09.2015 | 0,54 400 1840 19
112 Pitr. 08.11.2016 | 0,27 400 1500 23
113 Proch.L. 13.04.2015 |1 400 939 20
114 Proch.M. | 01.04.2015 | 0,57 400 2120 20
115 Stro. 10.07.2013 | 0,82 400 1360 25
116 Zdré. 17.09.2013 | 0,64 400 1450 20




¢islo jméno datum hodnoty | denni cIMv doba
vzorku | pacienta odbéru GF davka | plazmé uziti IM
[ml's*] | [mg] [ng'ml?'] | pied
odbérem
[hod]
117 Kojd. 10.04.2013 | 1,18 400 1780 20
118 Novo. 13.09.2017 | 1,17 400 1680 20
119 Ceku. 17.04.2013 | 0,57 400 1350 21
120 Juli. 24.06.2013 | 0,36 400 1110 17
121 Osla. 30.07.2013 | 1,05 400 840 22
6. skupina nizké 122 Kolo. 27.05.2013 | 1,2 400 1180 13
hodnoty GF 15 hod | 123 Kova. 08.12.2014 | 0,51 400 2110 16
124 Svob. 18.01.2018 | 0,8 400 610 14
125 Tesa. 20.05.2013 | 0,92 400 1140 14
126 Siek. 20.03.2013 | 1,21 400 1110 14,5
127 Juli. 29.04.2013 | 0,85 400 935 15
7. skupina nizké 128 Hara. 12.09.2017 | 0,61 300 495 10,5
hodnoty GF 10 hod | 129 Svob. 15.06.2016 | 0,81 400 817 12
8. skupina nizké 130 Drab. 26.06.2013 | 1,28 200 684 21
hodnoty GF 7 131 | Drab. 29.08.2013 | 1,24 200 477 20
Zé";lgg'l pacient =35 Drab. 26.11.2014 | 1,17 300 | 870 20
133 Drab. 27.05.2015 | 0,98 300 2780 20
134 Drab. 26.08.2015 | 0,89 300 1300 19,5
135 Drab. 07.02.2018 | 0,72 300 1300 19
136 Hara. 20.10.2015 | 1,12 400 453 23
137 Hara. 14.06.2016 | 1,1 400 591 21
138 Hara. 13.09.2016 | 1,03 400 571 22
139 Hara. 06.12.2016 | 1,08 400 798 23
140 Hara. 07.03.2017 | 0,73 400 894 22,5
141 Hara. 23.05.2017 | 0,99 400 563 23
142 Hara. 25.07.2017 | 0,87 400 399 12
143 Kolo. 02.02.2015 | 1,45 400 1140 23
144 Kolo. 06.02.2017 | 0,95 400 1290 235
145 Kolo. 03.08.2015 | 1 400 1120 23
146 Kolo. 03.11.2015 | 0,83 400 1150 23
147 Kolo. 02.05.2016 | 0,89 400 2800 235
148 Kolo. 01.08.2016 | 0,85 400 1710 24
149 Kolo. 15.05.2017 | 0,69 400 1300 23
150 Kova. 18.11.2013 | 0,55 400 3060 20
151 Kova. 11.04.2016 | 0,52 400 1170 20
152 Kova. 23.05.2016 | 0,55 400 1720 20
153 Kova. 11.07.2016 | 0,48 400 1790 21
154 Kova. 29.08.2016 | 0,43 400 1930 19,5
155 Kova. 17.10.2016 | 0,44 400 1930 19




¢islo jméno datum hodnoty | denni cIMv doba
vzorku | pacienta odbéru GF davka | plazmé uziti IM
[ml's*] | [mg] [ng'ml?'] | pied
odbérem
[hod]
156 Kova. 16.01.2017 | 0,5 500 1840 20
157 Pitr. 09.12.2014 | 0,59 400 644 24
158 Pitr. 03.03.2014 | 0,55 400 682 23
159 Pitr. 18.08.2015 | 0,39 400 747 23
160 Pitr. 10.11.2015 | 0,44 400 672 23,5
161 Pitr. 09.08.2016 | 0,27 400 1040 23
162 Pitr. 31.01.2017 | 0,34 200 720 22,5
163 Pitr. 20.12.2016 | 0,4 200 682 23
164 Proch.L. 05.09.2016 | 0,73 400 1110 20,5
165 Proch.L. 11.05.2015 | 0,97 400 1110 21
166 Proch.L. 29.06.2015 | 0,95 400 1030 20,5
167 Proch.L. 21.09.2015 | 0,72 400 1200 20
168 Proch.L. 06.03.2017 | 0,83 400 833 21
169 Proch.L. 05.06.2017 | 0,8 400 858 24
170 Proch.L. 26.03.2018 | 0,64 400 1270 21
171 Juli. 06.11.2017 | 0,74 400 1340 20
172 Juli. 16.09.2013 | 0,75 400 1270 17
173 Juli. 04.05.2015 | 0,84 400 1420 17
174 Juli. 07.03.2016 | 0,83 400 2100 17
175 Juli. 06.06.2016 | 0,61 400 1660 18
176 Juli. 15.05.2017 | 0,81 400 1400 20
177 Juli. 05.02.2018 | 0,64 400 1500 19
178 Kopa. 06.05.2013 | 0,77 300 1900 20
179 Kopa. 05.08.2013 | 0,73 300 1920 19
180 Kopa. 04.11.2013 | 0,95 300 2010 20
181 Kopa. 01.12.2014 | 0,91 300 1270 21
182 Kopa. 23.02.2015 | 0,76 300 1890 20
183 Kopa. 24.08.2015 | 0,82 300 2140 20
184 Kopa. 30.11.2015 | 0,72 300 2050 20
8. skupina nizké 185 Tesa. 19.08.2013 | 0,95 400 1260 135
hodnoty GF 7 186 | Tesa. 18.11.2013 | 0,84 400 1470 13
Ig";‘;‘él pacient 7187 T Tesa. 10.11.2014 | 0,95 400 | 1380 145
188 Tesa. 23.04.2018 | 0,67 300 1160 14
189 Tesa. 27.06.2015 | 0,64 300 1040 13
190 Tesa. 12.12.2016 | 0,61 300 1250 14
191 Tesa. 13.03.2017 | 0,64 300 1120 14
192 Siek. 20.03.2013 | 1,21 400 1110 14,5
193 Siek. 19.06.2013 | 0,97 400 1190 15
194 Siek. 18.09.2013 | 1,08 400 844 15
195 Siek. 18.03.2015 | 1,04 400 1230 15




