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Souhrn

Chronicka myeloidni leukemie je maligni myeloproliferativni onemocnéni
charakteristické pritomnosti Filadelfského chromosomu, ktery vznika v disledku reciproké
translokace chromosomu 9 a 22. Dochézi tak k vzniku fizniho onkogenu BCR-ABL, ktery
produkuje konstitutivné aktivni tyrosinkinasu Bcr-Abl. Cilena inhibice tohoto proteinu je
dnes standardni terapii chronické myeloidni leukemie. Jednim z tyrosinkinasovych
inhibitortl je imatinib, jehoz plasmatické hladiny jsou monitorovany. Byla prokazana
souvislost mezi plasmatickymi hladinami imatinibu a mirou 1é¢ebné odpovédi. Hladiny
imatinibu v leukocytech by mohly mit vyssi klinickou relevanci nez plasmatické, a to
z divodu jeho intracelularniho mechanismu uc¢inku. Cilem této prace bylo optimalizovat
rychlou a Setrnou izolaci leukocytd zplné krve a vyvinout metodu pro stanoveni
intracelularniho obsahu imatinibu. Analyza byla provedena pomoci vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Tyto postupy byly
aplikovany na leukocyty izolované z plné krve pacientt s chronickou myeloidni leukemii.
Byla sledovéna souvislost mezi stanovenymi intracelularnimi hladinami imatinibu,
plasmatickymi hladinami imatinibu, krevnim obrazem leukocyti a casem od podéni
posledni davky léku. Mezi sledovanymi pacienty byla zaznamendna vyrazna

interindividualni variabilita.



Summary

Chronic myeloid leukemia is a malignant myeloproliferative disorder, characterized
by the presence of the Philadelphia chromosome, which is a consequence of reciprocal
translocation of chromosomes 9 and 22. This translocation leads to the formation of fusion
oncogene BCR-ABL, which produces a constitutively active tyrosine kinase Bcr-Abl.
Targeted inhibition of this protein is a current standard therapy for this disease. One
of these tyrosine kinase inhibitors which plasma levels are monitored is also imatinib. The
correlation between imatinib plasma levels and clinical response rate was proved. The
levels of imatinib in leukocytes could be more clinically relevant than the plasma levels
because of its intracellular mechanism of action. The aim of this thesis was to optimize
rapid and gentle isolation of leukocytes from whole blood and to develop a method for the
determination of intracellular content of imatinib. The analysis was performed by high
performance liquid chromatography coupled with mass spectrometry. These procedures
were applied on the leukocytes isolated from whole blood of patients with chronic myeloid
leukemia. There was observed a relationship between the determined intracellular levels
of imatinib, imatinib plasma levels, white blood cell count and the time since the last dose
of the drug. A significant interindividual variability among the monitorized pacients was

observed.
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1 Uvod

Chronickd myeloidni leukemie je onemocnéni krvetvorby vychazejici
z transformované hematopoetické kmenové buiky. Tvoii zhruba 15 % vSech leukemii
dospélého veéku. V dnesni dobé je standardnim postupem Ilécba za pouziti
tyrosinkinasovych inhibitorti, mezi které se fadi také imatinib. V nékolika studiich byla
popsana zavislost mezi hladinou imatinibu v plasmé a mirou 1é¢ebné odpovédi. Imatinib
ma vsak intracelularni mechanismus t¢inku a stanoveni jeho koncentrace v leukocytech by
mohlo byt dulezité pro klinickou praxi. Cilem experimentalni Casti této prace je tedy
stanoveni intracelularnich hladin imatinibu v leukocytech pacienti trpicich chronickou
myeloidni leukemii, ktefi jsou léceni imatinibem, pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii.



2 Literarni prehled

2.1 Leukemie

Leukemie je nadorové onemocnéni krvetvorby, které se vyznacCuje zmnozenim
nezralych leukocytli neplnicich svou normalni funkci. Tyto leukocyty se nachazeji v krvi,
kostni dieni a v nékterych ptipadech i jinych orgénech pacienta. Podle typu zmnozenych
leukocyti a rychlosti prubéhu rozliSujeme hlavni 4 typy leukemii: akutni myeloidni
leukemii, chronickou myeloidni leukemii, akutni lymfoblastickou leukemii a chronickou
lymfatickou leukemii. Leukemie postihujici tvorbu monocyti nebo granulocytt
oznacujeme jako myeloidni. Pokud je ovlivnéna tvorba lymfocyti, pak leukemie
oznacujeme jako lymfatické. Akutni formy onemocnéni maji rychly pribéh a bez 1écby
dochazi velmi rychle k imrti pacienta. Chronické leukemie maji postupny pribéh
a nemocny muze zit bez 1é¢by i nekolik let. V téle pacientl s akutni leukemii se zpravidla
hromadi nezralé blasty, na rozdil od chronické formy, kde se hromadi zralejsi, ale ne plné

funkéni bunky (Protivankové et Vorlicek, 2001).

2.1.1 Chronicka myeloidni leukemie

Chronicka myeloidni leukemie (CML) je maligni klonalni myeloproliferativni
onemocnéni, které vychazi z poskozené kmenové pluripotentni hematopoetické bunky
a dominuje zde proliferace myeloidni fady (Kiej¢i et al., 2008). Poprvé ji roku 1845
nezavisle na sobé popsali Rudolf Virchow a John Hughes Bennett (Deininger, 2008). Je
prvnim popsanym lidskym nadorovym onemocnénim, jehoZz vznik souvisi se specifickou
chromosomovou zménou. Zasadnim rokem pro pochopeni podstaty CML byl rok 1960,
kdy Peter Nowell a David Hungerford popsali maly akrocentricky chromosom piitomny
u7 pacienti s CML. Tento chromosom byl podle mista objeveni nazvan Filadelfsky
chromosom (Ph) (Nowell et Hungerford, 1960). Na Ph chromosomu vznika fizni gen
BCR-ABL, ktery produkuje onkoprotein Ber-Abl.

Incidence Ph pozitivni CML se pohybuje mezi 0,6 az 2 ptipady na 100 000
obyvatel. ZvySeny vyskyt byl zaznamenan u osob vystavenych radioaktivnimu zafeni.
Podle provedenych multicentrickych studii se vyskytuje u osob vyssiho véku s medidnem
48-49 let. U muzu se udava vyssi frekvence vyskytu nez u zen, a to zhruba v poméru
1,3-1,8 : 1 (Rohrbacher et Hasford, 2009). U dospé&lé populace tvoii CML 15 % vsech
druhil leukemii a v 85 % pftipadl je diagnostikovana v prib¢hu chronické faze (Faderl et

al., 1999).



2.1.1.1 Priitbéh CML

Ve vétsiné ptipadd probihd 1écbou nekontrolovana CML ve 3 fazich: chronické
fazi, akcelerované fazi a fazi blastick¢ého zvratu. VétSina pacientd je diagnostikovana
V chronické fazi a projevuji se u nich pfiznaky jako napf. unava, nechutenstvi nebo
zvySend teplota. Tato faze mize trvat n€kolik mésici az let, pocet leukocytl je mozné
pomoci bézné 1éCby snadno snizit. Chronicka faze se muze po nékolika letech
transformovat do akcelerované faze. Projevem akcelerované faze CML je zvySeni poctu
leukocytt, piidatné chromosomové zmény, bolesti kosti, no¢ni poceni nebo bolest bficha.
Pacient prestava reagovat na 1écbu a neni schopen vykondvat bézné zivotni aktivity.
Akcelerovana faze ve vétSiné ptipadd trva nékolik mésict. Pacient v akcelerované fazi
se muze znovu dostat do chronické faze, pokud vsSak 1écba selze, nastava faze blastického
zvratu. V této posledni fazi piestdva pacient zcela reagovat na 1écbu a v kostni dfeni
se vyrazné zvySuje pocet nezralych blasti. Moznosti 1é¢by CML jsou ve fazi blastického

zvratu omezené (Protivankova et Vorli¢ek, 2001; Voglova et al., 2010).

2.1.1.2 Filadelfsky chromosom

Filadelfsky chromosom (Obr. 1) je pfitomen V kostni dieni 90 % pacientt s CML,
15-30 % dospélych s akutni lymfoblastickou leukemii a 2 % pacientl s akutni myeloidni
leukemii (Kurzrock et al., 1988; Specchia et al., 1995). Jedna se o zkraceny chromosom
22, ktery vznikd v disledku reciproké translokace t(9;22)(q34;q11) mezi dlouhymi
raménky chromosomi 9 a 22 (Rowley, 1973). Inicialni udalosti v translokaci je ziejmé
vznik dvouvlaknovych zlomt dvousroubovice DNA na obou chromosomech, které
vstupuji do translokace. Na Ph chromosomu dochazi tedy ke spojeni protoonkogenu ABL
z chromosomu 9 a genu BCR nachromosomu 22 (Obr. 2). Vysledkem je fuzni gen
BCR-ABL, ktery je ptepisovan do chimerické BCR-ABL mMRNA. Fizni mRNA je nasledné
piekladana do chimerického 210 kDa proteinu oznacovaného jako p210°' (Kurzrock et
al., 1988). Tento cytoplasmaticky protein ma konstitutivni tyrosinkinasovou aktivitu
a je zasadni pro preziti a rast leukemickych bunék. Protein Ber-Abl muze neregulované
vstupovat do riznych signalnich drah a aktivovat je (Daley et al., 1990).

S progresi CML se u 50-80 % pacientti objevuji ptidatné chromosomové zmény.
Nejcast€jSimi jsou trisomie 8. chromosomu, i(17 ) - izochromosom dlouhych ramen
chromosomu 17, trisomie 19. chromosomu a dvojity Ph chromosom. Nejcastéjsim

cytogenetickym nalezem v akutni fazi CML je trisomie chromosomu 8 (Mitelman, 1993).
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Obr. 1: Karyotyp pacienta s CML - Sipky ukazuji na translokované chromosomy 9 a 22,
chromosom 22 je nazyvan Filadelfsky (Faber et al., 2004).
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Obr. 2: Vznik fazniho genu BCR-ABL (upraveno dle: Lydon, 2009).
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2.1.1.3 Diagnostika CML

K zékladnim vysSetienim v diagnostice CML patii krevni obraz a diferencialni
rozpoCet leukocyti. Pocet leukocytd je v dobé stanoveni zvySen a dosahuje hodnot
20-500*10%I1. V poétu pievazuji neutrofilni granulocyty. V periferni krvi se mohou
vyskytovat zvétsené trombocyty a také jadra megakaryocytii. Vyznamnou roli hraje také
cytologie kostni dfené, kde je pozorovana redukce erytropoézy na ukor hyperplazie
granulocytli a zvySené megakaryopoézy. V prubé¢hu akcelerované faze se v kostni dieni
zvysuje pocet bazofilnich granulocytii a blasti. Ve fazi blastického zvratu je hematopoéza
nahrazena infiltraci blastickych elementt (Bain et al., 2002).

Cytologické vySetieni umoznuje detekci Ph chromosomu v hematopoetickych
bunkach, ale je casové naroc¢né. U kazdého pacienta se hodnoti minimalné 20 metafazi
ve svételném mikroskopu a minimalné 10 metafazi by mélo byt karyotypovano. U 10 %
pacienti s CML neni mozné detekovat Ph chromosom pomoci cytogenetické analyzy.
U poloviny pacientti je detekovan fuzni gen BCR-ABL pomoci molekularni analyzy,
metodami fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) nebo polymerazové fetézové reakce
spojené Sreverzni transkripci (RT-PCR). Pro rozeznani zlomd fuznich genl jsou
vyuzivany metody genomickd PCR nebo Southern blotting. RT-PCR a Northern blotting
detekuji transkripty BCR-ABL na trovni RNA. Western blotting a imunoprecipitace
rozpoznavaji protein p210°*' (Guo, 1991).

2.1.1.4 Lécba CML

Radioterapie byla jednim z prvnich 1é¢ebnych postupt aplikovanych v terapii
CML. Piedev§im se vyuzivalo ozafovani celého téla nebo sleziny. Tento postup vsak
nevedl k vyraznému prodlouzeni Zivota pacienti a v dne$ni dob¢ je pouzivan jen ziidka.
Drive byla k 1é¢bé CML vyuzivana také splenektomie. Pfi srovnani pacientti S odstranénou
slezinou a pacient bez provedené splenektomie vSak nebyl pozorovan piinos tohoto
zakroku pro terapii CML (Faderl et al., 1999; Faber et al., 2004).

Pti 1écbé CML chemoterapii je vyuzivano cytostatik, kterd redukuji rist a déleni
bunék. Prvnim pouzitym cytostatikem byl roku 1953 busulfan, ktery prodluzoval median
preziti o nékolik mésicti, ale byl pro svoji vysokou toxicitu postupné¢ nahrazen
hydroxyureou (Galton, 1953; Hehlmann et al., 1993). Hydroxyurea je V soucasnosti
nejcastéji podavanym cytostatikem, a to zejména v pocateéni fazi nemoci, kdy jejim

pusobenim dochazi k rychlému sniZeni poctu leukocyt. Busulfan i hydroxyurea navozuji
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u 50-80 % pacientti kompletni hematologickou remisi, cytogeneticka remise byla popsana
pouze Vv n¢kolika piipadech (Kantarjian et al., 1998; Protivankova et Vorlicek, 2001).

Dalsi moznosti 1é¢by CML je imunoterapie, kdy je k 1é¢bé pouzivan glykoprotein
interferon a, ktery je tvofen v leukocytech pifi imunitni reakci. Pti 1é€bé interferonem a
dosahlo 46-80 % pacienti kompletni hematologické odpovédi a 13-32 % pacientil
kompletni cytogenetické odpovédi (CCR). Vyssi uspéSnosti 1écby bylo dosazeno
v kombinaci s cytosinarabinosidem nebo hydroxyureou. Pied objevem tyrosinkinasovych
inhibitori byl interferon o Iékem prvni linie u pacientii, kterym nemohla byt provedena
transplantace krvetvornych bun¢k (Faderl et al., 1999; Protivankova et Vorli¢ek, 2001).

Transplantace krvetvornych bun¢k (HSCT) hraje v terapii zasadni roli, protoze je
jedinym 1écebnym postupem dosahujicim Gplného vyléceni CML. Transplantace mohou
byt syngenni, alogenni nebo autologni. Prvni syngenni HSCT, provedena transplantaci
bun¢k pochazejicich z jednovajecného dvojcete pacienta, byla publikovana v roce 1979
(Fefer et al., 1979). Autologni HSCT spociva v transplantaci vlastnich hematopoetickych
bunck pacienta, které byly odebrany pifed zahdjenim 1é€by cytostatiky. V ptipad¢ alogenni
transplantace je nutny vhodny darce se shodnymi HLA antigeny. Vhodnym darcem je
Casto sourozenec nebo jiny ptibuzny pacienta. Pokud neni nalezen darce v roding, tak je
vyhledavan v registru darct kostni diené. Transplantovany $t€p mize pochéazet z periferni
krve nebo z kostni dfené. Pied provedenim transplantace musi byt zohlednén v&k pacienta,
stadium onemocnéni, pohlavi darce i piijemce a také doba uplynula od diagnézy
do transplantace. Po transplantaci je pravdépodobnost dlouhodobého pieziti u 50-80 %
pacientll a moznost tplného vylééeni u 30-70 % pacientd (Horowitz et al., 1996). Bohuzel
je HSCT spojena siadou komplikaci a rizik. Vysledkem mize byt infekce, relaps
onemocnéni nebo reakce $t€pu vici hostiteli (Protivankova et Vorlicek, 2001; Koza, 2010).

Objev tyrosinkinasovych inhibitort (TKI) zasadn€¢ zmeénil terapii CML.
Mechanismus ucinku spociva v selektivni kompetitivni inhibici proteinu Ber-Abl, coz je
konstitutivné aktivni tyrosinkinasa. V souc¢asné dob¢ jsou k 1é¢bé CML schvaleny 3 druhy
TKI: imatinib (IM), dasatinib a nilotinib. Pro nové diagnostikované pacienty v chronické
fazi CML je lékem prvni linie nejCastéji imatinib. V ptipad¢ vzniku rezistence nebo
pfitomnosti silnych vedlejSich ucinkl pfi podavani imatinibu, je zah4jena lé€ba TKI druhé
generace - dasatinibem a nilotinibem (Jabbour et Kantarjian, 2012).

Stanoveni intracelularnich hladin imatinibu je naplni praktické ¢asti mé bakalarské

préce, proto tomuto 1é¢ivu vénuji samostatnou kapitolu.
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Dasatinib (Obr. 3) je derivat aminopyrimidinu, ktery interaguje s tyrosinkinasou
Ber-Abl na ATP vazebném misté a to v inaktivni i aktivni konformaci enzymu. Dasatinib
je diky této vlastnosti u¢inny u vétSiny mutovanych forem Ber-Abl, které jsou rezistentni
k imatinibu (Tokarski et al., 2006). Dasatinib je pfi relativnim srovnani w¢innosti
na leukemickych liniich (s nemutovanou Bcr-Abl doménou) in vitro 325krat ¢inngjsi nez
imatinib a 16krat ¢inngj$i nez nilotinib. S nejvétsi pravdépodobnosti neni dasatinib u¢inny
na leukemické kmenové burnky (Copland et al., 2006). Pivodné byl dasatinib podavan
peroralné 2krat denn¢ v ddvce 70 mg. V dnesni dobé se pro pacienty v chronické fazi
z diivodu ucinnosti a vyskytu nezadoucich ucinkti doporucuje podévat jej jednou denné
v davce 100 mg (Shah et al., 2008; Kantarjian et al., 2009). V chronické fazi CML byla pii
davce 100 mg jednou denné zaznamenana CCR u 98 % pacientll a velka molekularni
odpovéd’ (MMR) u 82 % pacientti. Je podavan nejen pacientim s CML, ale také pacientim
s Bcr-Abl pozitivni akutni lymfatickou leukemii (Cortes et al., 2009; Faber, 2007).

CH3

@YO\M

Obr. 3: Strukturni vzorec dasatinibu.
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Nilotinib (Obr. 4) je selektivnim TKI Bcer-Abl druhé generace na bazi
aminopyrimidinu. Prokazateln¢ se vaze k Abl kinasové doméné s 30krat vétsi afinitou nez
imatinib, takze dochazi k silngjsi inhibici proteinu Ber-Abl. Je pouzivan piedevsim k 1é¢bé
pacientt rezistentnich nebo netolerujicich imatinib. Doporucend davka v chronické fazi je
400 mg dvakrat denn¢ nalac¢no, dvé hodiny po jidle a nejpozdé€ji hodinu pted jidlem. Lék
musi byt podavan nala¢no, protoze je jeho vstiebavani ovlivnéno pozitim jidla. Pokud bylo
nové diagnostikovanym pacientim v chronické fazi podavano dvakrat denné 400 mg
nilotinibu, dosahlo 98 % pacientt CCR a 76 % MMR. Dale je vyuzivan pii 1écbé
gastrointestinalniho stromalniho tumoru (GIST) a systémové mastocytosy (Cortes et al.,

2010; Indrak et Faber, 2007).
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Obr. 4: Strukturni vzorec nilotinibu.

2.2 Imatinib

Imatinib (Obr. 5) je derivitem fenylaminopyrimidinu, ktery uc¢inkuje jako
selektivni kompetitivni inhibitor tyrosinovych kinas Abl, Bcr-Abl, c-Kit, PDGFRa,
PDGFRp a Arg. Chemicky se jedna o 4-[(4-methyl-1-piperazinyl)methyl]-N-[4-methyl-3-
[[4-(3-pyridinyl)-2-pyrimidinyl]Jamino]-fenyl]benzamidmethansulfonat. Imatinib (dale jen
IM) je také oznacovan jako Gleevec, STI-571 nebo CGP57148B. Byl syntetizovan roku
1992 a od roku 2001 je v USA povolen pro 1é¢bu CML. V Ceské republice je od roku 2002
dostupny pod obchodnim nédzvem Glivec (Novartis) a V pfipravku je obsazen ve formé
mesylatu. V soucasnosti je indikovan jako 1€k prvni linie pro nové diagnostikované
pacienty v chronické fazi CML. Dale je vyuzivan v 1é¢bé Ph pozitivni lymfoblastické
leukemie, GIST, chronické eozinofilni leukemie a FIP1L1-PDGFRa nebo ETV6-PDGFRf

pozitivni systémové mastocytosy (Faber et Indrak, 2010).

Obr. 5: Strukturni vzorec imatinibu.
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2.2.1 Mechanismus ucinku M

Mechanismus ucinku IM je nejlépe prostudovan v BCR-ABL pozitivnich buikach.
Imatinib se vaze do nukleotidového vazebného mista proteinu Ber-Abl (p210) a zabranuje
tak vazbé ATP. Enzym Bcr-Abl je vazbou IM stabilizovan v inaktivni konformaci
a nedochazi k pienosu aktivniho fosfatu na tyrosin proteind, které patii k substratim tohoto
enzymu (Obr. 6). Diky zablokovani fosforylace tyrosinovych zbytkl proteint je zastavena
aktivace signalnich drah, které maji podil na vzniku leukemického fenotypu buiiky.
Imatinib nezabrafiuje vzniku genu BCR-ABL, ale zabranuje uplatnéni jeho ucinku
na proteinové urovni. Pusobeni IM vede u leukemickych bunék k jejich apoptoze
a zastaveni proliferace patologického klonu. Podle soucasnych studii nepisobi IM
na progenitorové builky, proto nedokaze CML vylécit, ale pouze vyrazné utlumi rist
leukemického klonu na klinicky bezpecnou urovein. Proto je v dne$ni dobé doporucovano
jeho trvalé uzivani iV pripad¢, kdy pacient dosahl dlouhodobé molekularni negativity

na ptitomnost BCR-ABL pii RT-PCR (Faber, 2005; Graham et al., 2002).

/

Tyrosin

Efektor IM=imatinib p Efektor ;
. P=fosfat o | '

Obr. 6: Schéma mechanismu ucinku IM: (A) Ber-Abl bez inhibice IM, (B) Bcr-Abl
inhibovan IM (upraveno dle: Faber, 2005).
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2.2.2 Farmakologie a davkovani IM

Po perordlnim poziti je IM vstifebavan rychle a nejvyssi plasmatické koncentrace
dosahuje za 1-3 hodiny (Peng et al., 2004). Po podani IM je jeho biologicka dostupnost
98 %. K metabolizaci IM dochazi ptevazné v jatrech pomoci enzymu cytochrom P450 a to
zejména jeho izoenzymem CYP3A4. Tento enzym produkuje hlavni aktivni
N-demethylovany metabolit imatinibu CGP-74588. Latky vzniklé odbouravanim IM jsou
vyluCovany piedevsim stolici (80 %) a z mensi ¢asti v moci (10 %). Zhruba 20 % IM je
vylouc€eno stolici v ptivodni formé. Polocas pisobeni IM je 15-20 hodin, takze mize byt
podavan v jedné denni davce. V plasmé se IM vaze témét kompletné na bilkoviny,
zejména albuminy a o-1-kysely glykoprotein. Farmakokinetické parametry se po
opakovaném podavani (zhruba 1 mésic) ustaluji na plasmatickych hladinach 1,5-3krat
vyssich nez po jediném poziti. Polocas terminalni eliminace 1€ku po jedné davce dosahuje
3 tydni (Le Coutre et al., 2003; Faber, 2005).

U déti je imatinib uzivan v davee 260-340 mg/m?. U dospélych se obvykle podava
400-600 mg a ve vétsiné piipadi neni nutno upravovat davku podle hmotnosti nebo
povrchu t&la pacienta. Uginnost 16¢by souvisi s dosaZzenou hladinou IM v plasmé. Podle
jedné z provedenych studii je pro dosazeni velké molekularni odpovédi nutna plasmaticka
koncentrace IM 1002 ng/ml (Picard et al., 2007). Prozatim nebyla popsana maximalni
tolerovatelnd davka IM, ale podle dosavadnich studii nevedou davky vyssi nez 1000 mg
k zvySeni G¢innosti. Pokud byla naopak podavana davka niz$i nez 300 mg, tak nebylo
dosazeno UCinné plasmatické hladiny. V chronické fazi CML je IM podéavan v davce
400 mg jednou denné béhem jidla s dostate¢nym mnozstvim tekutin. V pokrocilych fazich
onemocnéni nebo pii suboptimalni odpovédi se denni davka zvysSuje na 600-800 mg (Faber

et Indrak, 2010).

2.2.3 Rezistence na lécbu IM

Ackoli ma vétSina pacientii vynikajici odpovéd’ na lécbu IM, zhruba 20 % pacienti,
kterym je IM podavan, nemd kompletni cytogenetickou odpovéd’, dalsi mohou mit silné
nezéadouci U€inky nebo mohou v prubchu terapie ziskat rezistenci na 1écbu. Rezistence je
zpusobena prevazné bodovymi mutacemi, které vedou k snizeni afinity IM k ATP
vazebnému mistu proteinu Ber-Abl (Hughes et al., 2010). Rezistenci mizeme rozumét
neschopnost 1éku navodit nebo udrzet pozadovanou lécebnou odpovéd’. RozliSujeme

rezistenci primarni a sekundarni, kdy se v pfipadé primarni rezistence nepodafilo odpovéd’
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navodit vilbec a v pfipadé sekundarni bylo odpovédi dosazeno, ale postupné doslo k jeji
ztraté (Faber, 2010).

Primarni rezistence je spojena s a-1-Kyselym glykoproteinem, transportnim
systtmem hOCT-1, nadmérnou expresi genu MDR-1 nebo soucasnym podavanim 1éka
indukujicich aktivitu CYP3A4. V disledku vazby IM na a-1-kysely glykoprotein
se snizuje hladina 1éku v plasmé a je potlacena schopnost IM interagovat s Bcr-Abl
kinasou. Na in vitro modelu bylo prokazano, ze latka erythromycin dokaze zvysit
terapeutickou hladinu IM a navodit 1é¢ebnou odpovéd, protoze je také schopna vazby
na a-1-kysely glykoprotein (Gambacorti-Passerini et al., 2000). Influxni transportni protein
hOCT-1 zabezpecuje pienos IM do vnitiniho prostoru leukemickych bunék. Pokud neni
tento protein exprimovan Vv dostatecném mnozstvi, pak po podani IM nedochazi
Vv intracelularnim prostoru buriky Kk nalezité inhibici proteinu Bcr-Abl a nedochazi tedy
Kk potlaceni leukemického fenotypu bunky (White et al., 2006). Dalsim faktorem vzniku
primarni rezistence je nadmérna exprese genu mnohocetné lékové rezistence MDR-1.
Tento gen koduje P-glykoprotein, coz je efluxni transmembranovad pumpa, jejimz
substratem je také IM. Pokud je P-glykoproteinova pumpa piitomna v buitkach ve vét§im
mnozstvi, pak dochazi k nadmérnému vycerpavani IM ven z bunék, snizeni jeho hladiny
a vzniku rezistence (Mahon et al., 2003). K snizeni plasmatické hladiny IM mohou piispét
také lékové interakce pii souasném podani silnych induktorid CYP3A4, kterymi jsou napf.
dexametazon, fenobarbital, karbamazepin, rifampicin nebo téezalka (Faber, 2010).

Pfi vzniku sekundarni rezistence hraji roli mutace v kinasové doméné Bcr-Abl,
amplifikace BCR-ABL genu nebo aktivace BCR-ABL nezavislych signalnich drah (Scr
kinasy). Nejcastéji identifikovanym mechanismem ziskané rezistence k IM jsou bodové
mutace v Bcr-Abl kinasové doméné. Tyto mutace zeslabuji vazbu IM zasahem
do vazebného mista nebo stabilizaci Bcr-Abl v konformaci s nizsi afinitou k imatinibu.
Vazba 1éku pak neni optimalni nebo je zcela znemoznéna. Bodové mutace jsou detekovany
zejména V oblastech P-klicky, aktivac¢ni klicky nebo katalytické domény (Hochhaus et
La Rosée, 2004). Amplifikace genu BCR-ABL a nadmérna exprese proteinti Ber-Abl jsou
dal§im divodem vzniku sekundarni rezistence. Tento mechanismus je zavisly na aktivité
Ber-Abl kinasy a tato rezistence muze byt prekonana zvySenim davky IM. ZvySeni aktivity
myeloidnich Src kinas zpusobuje rezistenci k IM prostiednictvim mechanismu, ktery

zfejme zahrnuje ptimou fosforylaci Ber-Abl (Pene-Dumitrescu et Smithgall, 2010).
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2.3 Vvznam stanoveni plasmatickych a intracelularnich hladin IM

Testovani hladiny IM v krvi mize byt cennym nastrojem pro klinickou praxi, a to
Zejména pro pacienty, kteti na 1écbu neodpovidaji podle ocekéavani, u kterych je podezieni
na nedodrzovani 1é¢ebného rezimu, nebo u nichz je moznost interakce IM s jinymi 1é¢ivy,
dale také u pacientd se silnymi vedlejsimi ucinky. M¢feni plasmatickych hladin IM
je dalezité pro optimalizaci davkovani pro konkrétniho pacienta. V doposud provedenych
studiich bylo zjisténo, ze plasmatické hladiny IM koreluji s vysi 1écebné odpovédi (Larson
et al., 2008; Picard et al., 2007; Takahashi et al., 2010). Intracelularni hladiny IM
bunck, ale méteni intraceluldrnich hladin je v dneSni dobé bohuZzel piili§ komplexni pro
pouziti v klinické praxi. Prozatim nebyla zjisténa souvislost mezi intraceluldrnimi
hladinami a mirou 1é¢ebné odpovédi (Mahon et al., 2010).

Pro stanoveni hladin IM v télnich tekutindch je nejCastéji vyuzivdno metody
kapalinové chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS) (Haouala et al., 2009; Titier et al., 2005). Mohou byt pouzity i dal$i metody,
napt. vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s UV detekci a detektorem
diodového pole (HPLC-UV/DAD) (Roth et al., 2010). Dalsim publikovanym postupem
pro stanoveni IM je metoda piimého ndstfiku do hmotnostniho spektrometru (FIA-
MS/MS) (Micova et al., 2010). V mo¢i byl IM detekovan také pomoci zonové kapilarni
elektroforézy (Rodriguez-Flores et al., 2003).

2.3.1 Plasmatické hladiny IM

Picard et al. (2007) provedli studii zaméfenou na stanoveni plasmatickych hladin
IM u 68 pacientit s CML, ktefi byli 1éCeni alespont po dobu 12 mésici. Z téchto pacientl
bylo 50 v chronické fazi s denni davkou IM 400 mg a 18 pacientd v akcelerované fazi
s denni davkou 600 mg. Primérné plasmatické hladiny byly variabilni a pohybovaly se
od 181 do 2947 ng/ml. Bylo zjisténo, ze pacienti s CCR i s MMR dosahuji vyznamné
vyS$§ich plasmatickych hladin. Konkrétni stanovené koncentrace byly u 56 pacienti s CCR
1132 + 617 ng/ml, u 12 pacient bez CCR 694 + 556 ng/ml a u 34 pacientll s MMR 1452 +
649 ng/ml, u 34 pacientd bez MMR 869 + 427 ng/ml. Variabilita mezi pacienty byla
ziejm¢ zpusobena genetickym polymorfismem, faktory Zzivotniho prostiedi, jinym
soub&znym onemocnénim nebo soucasné podavanymi léky. Tyto faktory mohou mit vliv

na farmakokinetiku IM: absorpci, distribuci, metabolismus nebo eliminaci. Podle této
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studie je uCinnd plasmatickd hladina IM 1002 ng/ml a tato nebo vysSi koncentrace
je spojena s dosazenim MMR (Picard et al., 2007; Wilkinson, 2005).

Larson et al. (2008) také publikovali praci, ktera dokazuje korelaci mezi hladinou
IM v plasmé a stupném lécebné odpovedi. Do této studie bylo zapojeno 351 pacientl
s davkou 400 mg IM denn¢, kterym byly krevni vzorky odebrany 2. a 29. den od zacatku
1é¢by vzdy po 24 + 2 hodinach od podani Iéku. U pacientl, u kterych byla v pribéhu
studie zaznamenana CCR, dosahovaly plasmatické hladiny 1009 + 544 ng/ml a u pacientii
bez CCR 812 + 409 ng/ml. Po 1 roce sledovani dosahlo MMR pouze 25 % pacienti
s hladinami niz$imi nez 647 ng/ml. Pokud vSak byly plasmatické hladiny vyssi nez
647 ng/ml, dosdhlo MMR 40 % nemocnych. Tato studie stejné¢ jako pfedchozi dokazuje
souvislost mezi koncentraci IM v plasmé a mirou 1é¢ebné odpovédi (Larson et al., 2008).
Z vysledku téchto dvou a nekolika dalsich studii (Ishikawa et al., 2010; Sakai et al., 2009;
Takahashi et al., 2010) je patrné, ze koncentrace IM v plasm& 1000 ng/ml a vyssi,
je dalezitym faktorem pro dosaZeni lepsich hodnot CCR a MMR.

2.3.2 Intracelularni hladiny IM

V poslednich letech né&kolik laboratofi publikovalo prace, ve kterych byla
stanovena koncentrace TKI v plasmé. Pro stanoveni intracelularnich hladin TKI vsak
V soucasnosti nejsou dostupna témet Zadna data. Pokud IM Uc¢inn€ nevstupuje do bunék,
pak se mize objevit ztrata 1é€ebné odpovédi, stejné jako tomu je u nizké koncentrace IM
Vv plasmé¢. Intraceluldrni hladinu IM a miru odpovédi na 1é¢bu vyrazn€ ovliviuje aktivita
influxnich a efluxnich buné¢énych transportérd, jako hOCT-1 a P-glykoproteinova pumpa
(D’Avolio et al., 2011; Picard et al., 2007).

D’Avolio et al. (2011) provedli paralelni kvantifikaci IM, dasatinibu a nilotinibu
v mononuklearnich buikach z periferni krve. Pacientim bylo odebrano 10-14 ml
nesrazlivé krve do zkumavek s EDTA. Bunky byly izolovany pomoci centrifugace
V hustotnim gradientu na vrstvé Lymphoprep. Mononukledrni buniky byly nésledné 2krat
proplachnuty 40 ml ledového PBS a centrifugovany. Pelet bunék byl rozpustén v 1 ml
extrak¢éniho roztoku (methanol:voda, 70:30), rozdélen do 2 kryozkumavek po 500 pnl
aulozen v -80 °C do doby analyzy. Cas od odebrani krve pacientovi do rozpuiténi
v extrakénim roztoku nebyl delsi nez 1 hodina a vzorky byly udrzovany v chladu, aby se
zamezilo ztraté¢ 1€Civ. Analyza byla provedena s pouzitim vysokoucinné kapalinové

chromatografie spojené¢ s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS). Primémé poméry
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koncentraci (buiiky/plasma) byly 7,8; 35,3 a 5,7 pro IM, dasatinib a nilotinib (D"Avolio et
al., 2011).

Milejnek et al. (2011) publikovali metodu pro stanoveni intracelularnich hladin IM
V bunééné linii K562 a jeji k IM rezistentni varianté K562/Dox. U rezistentni varianty byla
dokézana nadmérnd exprese P-glykoproteinu. Buiiky byly inkubovany v kultivacnim médiu
s IM nebo jeho hlavnim metabolitem CGP-74588 v 5% atmosféte CO, pii 37 °C. Separace
bun¢k z média probihala centrifugaci pies silikonovy olej. Pelet bun¢k byl extrahovan
400 pl ledového roztoku bud 4% kyseliny trichloroctové, 4% kyseliny mravenci, 100%
methanolem, 50% methanolem ve vodé, 1% kyseliny trichloroctové s 50% methanolem
ve vodeé nebo 1% kyselinou mravenci s 50% methanolem ve vod€. Bunééné extrakty byly
pro¢istény centrifugaci a nasledné 10krat ziedény vodou pro analyzu kapalinovou
chromatografii spojenou s tandemovou hmotnostni spektrometrii  (LC-MS/MS).
Podle vysledkti byla neja¢innéjSim extrakénim roztokem 4% kyselina mravenci.
Po 1,5-12 hodinach byly intracelularni hladiny IM a CGP-74588 v obou bunéénych liniich
bez vyraznych zmén. V obou bunécnych liniich byla pozorovana linearni zavislost mezi
extracelularni a intracelularni koncentraci IM. Podle ocekavani byla hladina 1M
v rezistentni linii K562/Dox 7-8krat nizsi nez Vv linii citlivé K562 (Mlejnek et al., 2011).

Klawitter et al. (2009) ve své praci pouzili pro kvantifikaci IM v krvi a v bunkach
bunééné linie K562 metodu LC/LC-MS/MS. Jedingm manudlnim krokem v prubéhu
extrakce vzorkl krve a bunéénych kultur byla precipitace proteinti. Roztok pro precipitaci
obsahoval vnitini standard trazodon o koncentraci 2 ng/ml. Do 200 pl vzorku bylo pfidano
800 pl precipitacniho roztoku, vysledny roztok byl 10 minut vortexovan a 10 minut
centrifugovan pii 4 °C. Leukemické buniky byly pfed extrakci spocitany a proplachnuty
ledovym PBS, aby doSlo k odstranéni extracelularniho IM. Po centrifugaci byly pelety
zmrazeny tekutym dusikem a natfedény 200 pl vody s 800 pl precipitacniho roztoku
s trazodonem. Nasledné¢ byly vzorky 10 minut vortexovany, 10 minut sonifikovany
Vv ultrazvukové lazni a 10 minut centrifugovany. Supernatanty byly pieneseny do HPLC
vialek a nasledné byla provedena analyza. Tento postup byl tispésné pouzit pro kvantifikaci
intracelularnich a extracelularnich koncentraci IM v leukemickych bunkach a jejich
kultivaénim médiu. V bunkach bunééné linie K562 kultivovanych po dobu 24 hodin s 1uM
IM byla intracelularni koncentrace 0,08 pM IM/10” bungk (Klawitter et al., 2009).
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2.4 Vyuziti MS v terapeutickém monitorovani léciv

V poslednich letech bylo zjisténo, Ze je mozné diky méfeni hladin 1é¢iv v Krvi
optimalizovat terapeutické vyuziti vybranych 1€kt pomoci individualizace jejich
davkovani. Proto bylo do praxe zavedeno terapeutické monitorovani 1é¢iv (TDM), které
spoc¢iva ve stanoveni hladin 1ékti v danych intervalech, s cilem dosaZeni stalé koncentrace
Vv krevnim obé&hu pacienta. Plasmaticka koncentrace 1é¢iv musi byt udrzovana v rozmezi
terapeutického okna, pfi vysSich koncentracich hrozi toxicita a pfi nizSich ztrata
terapeutického ucinku. Léciva, kterd jsou monitorovana, maji vétSinou uzké terapeutické
okno, vyraznou farmakokinetickou variabilitu, je obtizné monitorovat jejich cilové
koncentrace a vyvolavaji nezadouci ucinky. Monitorovana jsou napf. imunosupresiva,
antibiotika, antiepileptika, antidepresiva, protirakovinnad lé¢iva, antivirotika nebo
antimykotika. Koncentrace 1é¢iv mohou byt stanoveny riznymi metodami, mezi které
se fadi fluorescencéni polarizaéni imunoanalyza (FPIA), enzymova multiplikaéni
imunoanalyza (EMIT), enzymova imunoadsorbéni analyza (ELISA) a také kapalinova
chromatografie spojena s UV detekci nebo hmotnostni spektrometrii (Kang et Lee, 2009;
Haouala et al., 2009).

K vyznamnym monitorovanym protirakovinnym 1é¢ivim lze zafadit pravé
imatinib, ktery je monitorovan z divodu své toxicity pti vysSich plasmatickych hladinach
a ztraté terapeutického ucinku pfi nizsich hladinach. Variabilita v plasmatickych hladinach
mezi jednotlivymi pacienty muze byt zpisobena genetickym polymorfismem, soucasné
podavanymi léky nebo dal§im onemocnénim. Pro IM je doporucend cilovd koncentrace
v plasm¢ 1000 ng/ml (Takahashi et Miura, 2011). Dalsim ptikladem monitorovaného
1é¢iva je imunosupresivum cyklosporin A, monitorované u pacientll pro svou variabilitu
Vv adsorpci, uzké terapeutické okno a léky indukovanou nefrotoxicitu. Terapeutické okno
cyklosporinu A je stanoveno mezi 100-250 ng/ml. Pti plasmatickych hladinach vyssich nez
300 ng/ml je nefrotoxicky (Mohammadpour et al., 2010; Schulz et Schmoldt, 2003).
Digoxin je pouzivané antiarytmikum s velmi uzkym terapeutickym oknem (0,5-2 ng/ml).
Pokud je jeho plasmaticka hladina vyssi nez 2,5-3,0 ng/ml; zpisobuje tachykardie
a fibrilace komor (Kang et Lee, 2009; Schulz et Schmoldt, 2003). Dalsim ptikladem
monitorovaného l1éku je cytostatikum 5-fluorouracil, které je indikovano k 1é¢bé solidnich
nadort. Jeho terapeutické okno je 50-300 ng/ml a v plasmatickych hladinach vysSich nez
400-600 ng/ml putisobi toxicky pro travici soustavu nebo myelosupresivné (Gamelin et al.,

1996; Schulz et Schmoldt, 2003).
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2.4.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinovéa chromatografie (LC) je separa¢ni technika, ve které jsou slozky vzorku
separovany a selektivné distribuovany mezi dvé nemisitelné faze: mobilni a stacionarni.
Mobilni fazi je v ptipadé LC kapalina, ktera nese molekuly vzorku skrze stacionarni fazi
vazanou Vv kolon¢. Stacionarni faze se skladd z malych poréznich castic s velkym
povrchem (napi. oxid kfemicity) pokrytych riznymi ligandy. Separace molekul vzorku je
zaloZzena na jejich rizné afinit¢ k povrchu stacionarni faze a na jejich interakci s fazi
mobilni. Pokud molekuly interaguji se stacionarni fézi siln€¢, pak se budou
v chromatografické koloné pohybovat pomaleji a jejich reten¢ni ¢asy budou delsi. Pokud
molekuly interaguji siln€ji s mobilni fazi nez s fazi stacionarni, pak budou eluovany diive
a jejich retencni casy budou kratsi. Zakladnimi komponenty kapalinového chromatografu
jsou vysokotlaka pumpa pro mobilni fazi, injektor vzorku, separacni kolona a detektor.
Pokud je eluat veden pro analyzu a detekci ptimo do hmotnostniho spektrometru, pak musi
byt na rozhrani odstranény t€kavé komponenty mobilni fize a analyzované latky musi byt
ptevedeny do plynné faze (Ardrey, 2003a; McMaster, 2005; Westman-Brinkmalm et al.,
2009).

V ptipad€ vysokoucinné kapalinové chromatografie je mobilni faze pumpovana
pod vysokym tlakem (vétsim nez 4*10" Pa), aby byl zajiitén konstantni pritok skrze
stacionarni fazi v kolon¢, kterd musi odolat t¢émto vysokym tlaklim. V praktické Casti této
prace byla pouzita kolona C18 s reverzni fazi. V kolonach s reverzni fazi je stacionarni fazi
Casto oxid kfemicity s kovalentné vazanymi uhlikovymi fetézci. Retenéni Cas je delsi pro
hydrofobnéjsi molekuly a mize byt sniZzen pfidanim nepolarniho rozpoustédla do mobilni
faze. Hydrofobicita molekul vzorku je zavisld na pH, proto jsou casto k mobilni fazi
ptidavany organické kyseliny, jako kyselina mravenci nebo kyselina octova (Ardrey,

2003a; Westman-Brinkmalm et al., 2009).

2.4.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je citlivd analytickd technika, kterda je schopna
kvantifikovat zndmé analyty a identifikovat mnoZstvi a koncentraci neznamé molekuly
na trovni pikomoll az femtomolii. Elektroneutralni atomy nebo molekuly jsou ionizovany
a nasledn¢é analyzovany jako nabité ionty v plynné fazi, které jsou charakterizovany svou
hmotou (m) a nabojem (z) a jsou separovany na zakladé poméru m/z. Hmotnostni

spektrometr je pfistroj, ktery presné¢ meéifi mnozstvi molekul, které byly preménény
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na ionty. V hmotnostnim spektru, které je vysledkem této analyzy, je pak pouZzito poméru
m/z jako nezavisle proménné bezrozmérné velic¢iny (Hopfgartner, 2007).

Hmotnostni spektrometr se skldda z nasledujicich ¢asti: zafizeni pro zavadéni
vzorku, iontovy zdroj, jeden nebo vice hmotnostnich analyzatorti, detektor pro méfeni
mnozstvi iontd a systém pro analyzu dat (Obr. 7). VétSina hmotnostnich analyzatort
pracuje ve vakuu nebo pfi nizkém tlaku, aby se nabité ¢astice nevychylovaly ze svych drah

a doputovaly az k detektoru.

|ontow tnostnl analyza
vzorex { m @ } dat

hmotnostni
spekirum

vakuum

Obr. 7: Obecné schéma hmotnostniho spektrometru.

Vzorek je viontovém zdroji pfeveden na ionty v plynné fazi. K dispozici je
pomeérné velky pocet typt iontovych zdroju, které jsou voleny zejména na zaklade¢ aplikace
a podle typu vzorku. V poslednich desetiletich byl hledan vhodny iontovy zdroj, ktery by
propojil HPLC s MS/MS. Zavedeni ionizace za atmosférického tlaku (API) umoznilo
HPLC-MS stat se standardni analytickou technikou pro mnoho farmaceutickych aplikaci.
Dvéma nejdtlezitéjsimi API technikami jsou ionizace elektrosprejem (ESI) a chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI) (Hsieh, 2005; Westman-Brinkmalm et
Brinkmalm, 2009).

Hmotnostni analyzator je zafizeni, které je schopno separovat atomy, molekuly
nebo klastry na zaklad¢ jejich hmoty. V soucasnosti pouzivané analyzatory jsou zalozeny
na elektromagnetismu, takZe mohou separovat pouze nabité Castice. Analyzator separuje
ionty pfichazejici z iontového zdroje na zakladé pomeéru jejich m/z. Existuje nekolik typt
hmotnostnich analyzator(, napf. magneticky, elektrostaticky, kvadrupdlovy, analyzator
doby letu nebo iontova past. Jednim z pouzivanych hmotnostnich analyzatorti je také
Orbitrap, ktery byl pouzit v ramci praktické casti této prace (Westman-Brinkmalm et
Brinkmalm, 2009).
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2.4.2.1 lonizace elektrosprejem

V praktické Casti této prace byla pouzita ionizace elektrosprejem (ESI) probihajici
za atmosférického tlaku. Vzorek je piivadén do kovové kapilary, na které je udrzovano
vysoké napéti. Pro tvorbu pozitivnich iontd je obvykle pouzivano napéti 3-4 kV a pro
tvorbu negativnich iontl je napéti nepatrné nizsi. Toto vysoké napéti rozptyli proud vzorku
a vytvori tak mnoho malych vysoce nabitych kapek, ze kterych je néasledné pii prichodu
iontovym zdrojem hmotnostniho spektrometru odpafovano rozpoustédlo. Velikost kapek
se zmenSuje az do bodu, kdy jsou odpudivé sily mezi nédboji na povrchu kapek dostatecné
pro piekonani koheznich sil povrchového napéti. Po piekonani tohoto bodu dojde ke
Coulombické explozi, ktera produkuje velky pocet mensich kapek s polomérem
odpovidajicim zhruba 10 % poloméru pliivodni kapky. Po nékolika explozich je dosazeno
bodu, kdy je v kapickach piitomen dostatek iontl ptislusnych analyti. Tyto kapicky s ionty

jsou nasledné pienaseny pies sérii co¢ek do hmotnostniho spektrometru (Ardrey, 2003b).

2.4.2.2 Orbitrap

Orbitrap je novym typem hmotnostniho analyzatoru, ktery zachycuje ionty
v elektrostatickém poli a kombinuje kvadrupdlovy a logaritmicky potencial. Diky absenci
magnetického a radiofrekvenéniho pole je stability iontli dosaZeno rotaci iontd kolem
specialné tvarované axialni elektrody. Byl piedstaven Alexanderem Makarovem v dobg,
kdy bylo pottebné vyvinout metodu hmotnostni spektrometrie levnou na udrzbu a provoz,
ktera by urcila pfesnou hmotnost analyti. Vyhodné je vyuziti hybridniho systému, ktery
je tvofen linearni iontovou pasti (LTQ), C-trap a Orbitrap analyzatorem. Tento hybridni
systém umoziiuje mnohonisobnou fragmentaci (MS") a kombinuje riizné zdroje ionizace
jako je ESI, nanoelektrosprej, APCI apod. Technologie Orbitrap je vyuzivana pro tadu
aplikaci od rutinni identifikace sloucenin po analyzu stopovych mnozstvi latek
Vv komplexnich smésich, napi. v proteomice, metabolismu 1é¢iv, kontrole dopingu nebo
detekci kontaminace v jidle a krmivech (Makarov, 2000; Makarov et Scigelova, 2010).

Orbitrap analyzéator je tvofen dvéma osové soumérnymi elektrodami. Vnitini
elektroda je vietenovitého tvaru a vngjsi je tvaru soudkovitého. Mezi tyto dvé elektrody
je ptiveden konstantni elektricky potencial. Elektrické pole mezi povrchy elektrod se méni.
Ionty jsou do Orbitrap analyzatoru pfivadény z C-trap v pravém thlu K ose analyzatoru,

jako jednotlivé svazky s danou kinetickou energii. C-trap je zakfivena linearni iontova
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past, ktera skladuje ionty pted vstupem do Orbitrap analyzatoru. Spravné injektované ionty
se pak v analyzatoru pohybuji po kruhovych drahdch nad vné&jSim povrchem vietenovité
elektrody a pod vnitinim povrchem soudkovité elektrody. Polomér kruhové drahy je dan
rovnovahou mezi elektrodynamickou dosttedivou silou a odstfedivou silou, ktera ptisobi na
ionty ovlivnéné svou piivodni tangencidlni rychlosti. lonty v kruhovych drahéach osciluji
podél vnitini elektrody s urcitou frekvenci, kterd vytvaii proud. Tento signal je detekovan
a zpracovan pomoci Fourierovy transformace, ktera jej pfevadi na hmotnostni spektrum.
Orbitrap dosahuje vysoké rozliSovaci schopnosti, hmotnostni pifesnosti a dynamického
rozsahu (Makarov et Scigelova, 2010; Watson et Sparkman, 2007).

V praktické casti této prace byl konkrétné pouzit Orbitrap Elite, ktery poskytuje
hmotnostni rozliSeni vétsi nez 240 000 FWHM (pii m/z 400). Jednotlivé casti tohoto
hmotnostniho spektrometru jsou popsany na Obr. 8 (Hardware manual, Thermo Fisher
Scientific, 2011).

Hmotnostni analyzator Velos Pro Orhitrap analyzator

Iionizace S-Cocky kvadrupdl oktopol vysokotlaka  nizkotlaka | multipol C-trap HCD kolizni cela l
elektrosprejem cela cela

0
e

Ji o

Orbitrap hmotnostni
analyzator

Obr. 8: Schéma hmotnostniho spektrometru Orbitrap Elite (upraveno dle: Hardware
manual, Thermo Fisher Scientific, 2011).
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3 Cile prace
e Optimalizace rychlé a Setrné izolace leukocytt z plné krve

e Vyvoj a optimalizace metody pro stanoveni intracelularniho obsahu imatinibu

Vv leukocytech u pacientii s CML

e Aplikace na redlné vzorky pacienti s CML na terapii imatinibem
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4 Material a metodika

4.1 Material
Krev pacienti byla ziskana z Hematoonkologického oddéleni (HOK), FN

Olomouc. Pacientim s CML byla odebrana nesrazliva krev do zkumavek s EDTA. Krev
byla ihned zpracovana dle nize uvedeného postupu.

Imatinib ziskany od firmy LC laboratories (Woburn, MA, USA), byl pouzit
ve form¢ methansulfonové soli a rozpusten v DMSO na vyslednou koncentraci 1 mg/ml.
Jako interni standard byl pouzit deuterovany IM rozpustény v DMSO na koncentraci
1 mg/ml a nasledn¢ nafedény do methanolu na vyslednou koncentraci 100 ng/ml.

Reagencie hydroxid amonny, kyselina mraven¢i, methanol, acetonitril a voda mély
analyticky stupei Cistoty a byly ziskdny od firmy Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, USA).
Separa¢ni médium Histopaque také pochazelo od firmy Sigma Aldrich. Lyzaéni roztok a
roztok PBS pochdzely z Iékdrny FN Olomouc. Pro pfipravu slozky A mobilni faze byla
pouzita kyselina mravenci o koncentraci 10 mmol/l, titrovana hydroxidem amonnym na pH
4. Slozka B obsahovala Cisty acetonitril.

Lyzaéni roztok obsahoval 41,45 g chloridu amonného; 3,95 g hydrogenuhlicitanu
amonného; 50 ml EDTA o koncentraci 0,1 mol/l (pH=8), byl doplnén do 500 ml H,O a pH
bylo upraveno na vyslednou hodnotu 6,5. Roztok PBS obsahoval 80 g chloridu sodného;
2 g chloridu draselného; 36,4 g dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu disodného; 2,4 g
dihydrogenfosfore¢nanu draselného a doplnén do 1 | H,O. Nasledné byl roztok PBS

upraven pomoci hydroxidu sodného na vysledné pH 7.4.

4.2 Pristrojové vvbaveni

Chlazena centrifuga Rotina 420 R (Hettich zentrifugen, Némecko)
Vortex V-1 plus (BioSan, CR)

Svételny mikroskop CK 40 (Olympus, Japonsko)

Centrifuga Mikro 120 (Hettich zentrifugen, Némecko)

pH metr CyberScan PC 510 (Thermo scientific, Waltham, MA, USA)
Ultrazvukova lazen PS-40 (Jeken, Cina)

Analytické vahy ABT 120-5DM (Kern, Némecko)
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Lyofilizator (FreeZone, Labconco, USA)
Orbitrap Elite (Thermo scientific, Waltham, MA, USA)

HPLC Ultima 3000 RS (Dionex, Sunnyvale, CA, USA)

4.3 Izolace leukocytu z krve

Nesrazliva krev o objemu 9 ml ve zkumavkach s EDTA byla po odebrani
pacientovi centrifugovana na chlazené centrifuze Hettich Rotina 420 R po dobu 15 minut
pii 4 °C a 1 400 RPM. Nasledné byla do mikrozkumavky typu Eppendorf odebrana plasma
a do 15 ml zkumavky pomoci Pasteurovy pipety sesbirana separovana vrstva leukocytl
(Obr. 9). Do zkumavky bylo ptidano 10 — 12 ml lyza¢niho roztoku a po 5 minutach, kdy
doslo k lyze erytrocytd, byla zkumavka znovu centrifugovana po dobu 10 min pfi 4 °C
a 1400 RPM (Obr. 10). Supernatant byl odebran a vznikly pelet rozpusten v 500 ul PBS.
Vzorek byl nasledné lyofilizovan, rozpustén v 200 ul methanolu z divodu deproteinace
a centrifugovan po dobu 10 minut pfi pokojové teploté a 14 000 RPM. Vznikly supernatant

byl pteveden do vialek a nasledné analyzovan.

plasma

leukocyty

Obr. 9: Oddé¢leni krevnich slozek po centrifugaci (schéma a realny vzorek).
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lyzacni roztok

pelet leukocytl

Obr. 10: Pelet leukocyti po centrifugaci s lyza¢nim roztokem.

Nejprve jsme pro separaci leukocytd vyuzivaly gradientovou centrifugaci pies
vrstvu Histopaque. Krev byla nafedéna s PBS v poméru 3:5, navrstvena na separacni
médium v poméru 2:1, centrifugovéana a nasledné byla pipetou odebrana separovana vrstva
leukocytt (Obr. 11). Timto postupem se vSak doba izolace leukocytti vyrazné prodlouZila,
proto jsme zvolily centrifugaci plné krve bez pouziti tohoto separa¢niho média. Pokud
jsme krev centrifugovaly pfi otackach vyssich nez 1 500 RPM, dochazelo k poskozeni
bunck. Pfi nizSich otackéach (1 200 — 1300 RPM) bylo pro zabezpe€eni uplné separace
leukocytll nutno vzorek centrifugovat delsi dobu. Kvuli aktivité bunécnych transportért
jsme vSak pottebovaly leukocyty separovat co nejrychleji. Jako optimalni podminky byly
tedy stanoveny otacky 1 400 RPM, ¢as 15 minut a teplota 4 °C.

Krevni obrazy pacientl byly ziskany z oddéleni HOK, FN Olomouc.
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plasma + PBS

leukocyty

Histopaque

erytrocyty

Obr. 11: Centrifugace krve nafedéné s PBS pies separa¢ni médium Histopaque.

4.4 Extrakce IM z plasmy

Po rozmrazeni plasmy, odebrané po centrifugaci plné krve, bylo pro analyzu
pouzito 50 pl vzorku, ke kterému bylo pfidano 150 pl methanolu s deuterovanym IM, aby
doslo k precipitaci plasmatickych proteinti. Vzorky byly nasledné 30 sekund vortexovany,
1 minutu sonifikovany v ultrazvukové lazni a ulozeny v mrazaku po dobu 30 minut pfi
teploté -20 °C pro lepSi vysraZeni plasmatickych proteind. Poté byly centrifugovany
podobu 10 minut a 14 000 RPM. Vznikly supernatant byl pfeveden do vialek a
analyzovan. Tato analyza probihala jako rutinni stanoveni plasmatickych hladin IM

Vv Laboratofi dédi¢nych metabolickych poruch (LDMP), FN Olomouc.

4.5 Metoda

Veskeré experimenty byly provedeny na pfistroji Dionex Ultima 3000 RS
ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Orbitrap Elite od firmy Thermo scientific.

Chromatograficka separace (Obr. 12) probihala na kolon¢ s reverzni fazi Kinetex
C18 1,7 um (2,1x100 mm, Phenomenex, Torrance, UCA). Mobilni faze A byla slozena
z mraven¢anu amonného o koncentraci 10 mmol/l a pH 4 a mobilni faze B byla slozena

z ¢istého acetonitrilu. V ¢ase 0-3 minuty byla mobilni faze slozena z 5 % B, v Case
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3-13 minut byl aplikovan gradient z 5 % na 40 %. Poté bylo béhem ptl minuty zvyseno
mnozstvi mobilni faze B z 40 % na 90 %); v case 13,5-18 minut byla udrzovana konstantni
hladina B na 90 %. Nasledn¢ byly béhem piil minuty navraceny inicialni podminky slozeni
mobilni faze na 5 % B, které byly udrZovany na této hodnoté az do konce analyzy
(Obr. 13). Celkova doba analyzy byla 20 minut. Kolona byla termostatovana na 40 °C;
prutok mobilni faze byl nastaven na hodnotu 0,5 ml/min; separace probihala pfi tlaku

zhruba 600 bart.
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Obr. 12: Zaznam celkového iontového proudu (TIC, total ion chromatogram) separace.
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Obr. 13: Schéma gradientové eluce.
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Pro detekci a kvantifikaci byl pouzit hmotnostni spektrometr Orbitrap Elite
(Thermo Scientific) s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim modu. Méteni bylo provedeno
Vv plném skenu (,,full scan*) v rozsahu m/z 350-800 pii rozliSeni 60 000 FHWM a piesnost
méieni byla stanovena do 5 ppm. Pii méieni MS? spekter bylo pouzito modu CID
(,,Collision induced dissociation®) s kolizni energii 35 V. Parametry iontového zdroje byly

optimalizovany na nastaveni uvedeného v tabulce I.

Tabulka I: Parametry nastaveni iontového zdroje.

Teplota sprejovaci kapilary [°C] 360
Pratok ,,sheath gas® [arb.] 35
Prutok ,,auxillary gas* [arb.] 10
Pritok ,,sweep gas [arb.] 0
Napéti zdroje [kV] 3
Teplota vnitini kapilary [°C] 350
4.6 Vyhodnoceni

Veskera vyhodnoceni analyt pfi métfeni redlnych vzorkl pacienti byla provedena
vztazenim IM na interni standard (deuterovany IM). Data byla zpracovdvana programem
Xcalibur 2.2 SP1, koncentrace byla vypoétena z ploch pikl analytu a interniho standardu

pomoci programu Metworks 1.3 SP3.

5 Vysledky

Metoda byla aplikovana na vzorky leukocyti a plasmy pacienti s CML na terapii
IM. Celkem bylo zpracovdno 11 vzorkl plné krve pacientli uzivajicich 400 mg IécCiva
denné ¢i obden. Krev byla odebirdna v ¢asovém intervalu 2 az 48 hodin od posledni
podané davky IM. Sledované analyty byly IM; demethylovany IM a deuterovany IM
0 pfesnych hmotach m/z 494,2663; 480,2506 a 502,3165. Pro idenfikikaci byly z TIC
chromatogramu vyextrahovany presné hmoty nami sledovanych analyta (Obr. 14; Obr. 17;
Obr. 20), pro ovéfeni byly pouzity MS (Obr. 15; Obr. 18) a MS? spektra (Obr. 16;
Obr. 19).
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Obr. 14: Extrahovany chromatogram IM.
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Obr. 15: Hmotnostni spektrum IM.
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Obr. 16: Fragmenta¢ni spektrum IM s typickymi fragmenty o m/z 394,16 a 217,08.
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Obr. 17: Extrahovany chromatogram demethylovaného IM.
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Obr. 18: Hmotnostni spektrum demethylovaného IM.
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Obr. 19: Fragmenta¢ni spektrum demethylovaného IM s fragmenty o m/z 394,14 a 203,08.
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Obr. 20: Extrahovany chromatogram deuterované¢ho IM.

Kromé téchto analyti byly sledovany i ostatni pfitomné metabolity a jejich
glukuronidy. Detekovaly jsme tadové desitky latek, jejichz identifikace bude naplni
budouci prace. Jako piiklad Ize uvést glukuronid IM, hydroxylované/oxidované metabolity

nebo oxidovany a zaroven desaturovany metabolit (Obr. 21 a Obr. 22).
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Obr. 21: Extrahované chromatogramy vybranych metaboliti IM v plasmé.
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Obr. 22: Extrahované chromatogramy vybranych metabolitti IM v leukocytech.

5.1 Analyza IM v leukocytech pacientii s CML

Byla sledovana souvislost mezi intraceluldrnimi hladinami IM, plasmatickymi
hladinami IM, poctem leukocytii a ¢asem od podani posledni davky léku (tabulka II).
U pacientl 2 a 6 byly intracelularni hladiny IM stanoveny na 95,12 a 45,26 ng/ml.
Plasmatické hladiny IM poskytnuté z pracovist¢ LDMP byly niZsi nez u ostatnich pacientii
(647 a 698 ng/ml). Tito pacienti uzivaji IM v davce 400 mg obden a vzorek byl odebran
V Case 44 a 48 hodin od posledni podané davky I¢ku. Z téchto tidaji se da usuzovat, Ze
dels$i interval davkovani miZe mit za nasledek niz$i hladiny jak plasmatickych, tak
I intracelularnich hladin. U pacienta 7 mizeme pozorovat intracelularni koncentraci IM
rovnu 242,21 ng/ml a plasmatickou koncentraci rovnu 3280 ng/ml. Tyto vysoké hladiny
ziejme souvisi s krat§im Casem od podani 1é¢iva (10 hodin) a vySsi koncentrace uvnitf
bunék zaroven odpovida vétSimu poctu leukocytii v krevnim obraze pacienta 7 (9,76"‘106
leukocyti/ml). U pacienta 8 byl pocet leukocyti v krevnim obraze nizsi (7,43%10°
leukocytii/ml) a také stanovena intracelularni koncentrace IM byla nizsi (163,18 ng/ml),

nez U piedchoziho pacienta 7.

38



Tabulka Il: Porovnani intracelularnich a plasmatickych koncentraci IM s poétem

leukocytt a ¢asem od podani davky u CML pacientt.

intracelularni koncentrace

plasmatické koncentrace

IM Demethylovany IM IM Pocet leukocytii | Cas

[ng/ml] [ng/mi] [ng/ml] [*10°ml] [hod]
Pacient 1 97,16 109,27 1130 8,25 21
Pacient 2 95,12 32,63 647 4,58 48
Pacient 3 80,20 57,40 1860 5,52 14
Pacient 4 88,93 34,13 1780 3,53 20
Pacient 5 36,65 16,70 1260 5,38 27
Pacient 6 45,26 62,86 698 8,59 44
Pacient 7 | 242,21 71,59 3280 9,76 10
Pacient8 | 163,18 29,00 1250 7,43 26
Pacient 9 41,89 48,30 635 6,39 20
Pacient 10 | 110,95 34,44 1940 6,97 2
Pacient 11 | 24,52 30,78 1640 4,53 21
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6 Diskuse

Cilena terapie vyuzivajici tyrosinkinasovych inhibitorti, mezi které se fadi také
imatinib, je v soucasnosti standardnim postupem pii 1é¢bé chronické myeloidni leukemie.
Terapeutické monitorovani plasmatickych hladin imatinibu je dnes zakladnim nastrojem
pro uspésnou individualni 1é¢bu pacienttt z divodu vyrazné interindividualni variability.
protoze imatinib ma intracelularni mechanismus tu¢inku.

Jednim z cild této studie bylo optimalizovat izolaci leukocytt z plné krve. Kvili
potfebé urychlené izolace bilych krvinek nebylo pouZito separaéni médium a vrstva
leukocytii tak byla odebirana piimo z centrifugované krve. Erytrocyty byly odstranény
pomoci lyzaniho roztoku a proteiny byly vysrdZzeny pomoci methanolu s pfidavkem
interniho standardu. Ve studii provedené na Masarykové univerzit¢ v Brn¢ (Poté&sil et al.,
2010) se také zaméfili na optimalizaci piipravy buné¢nych vzorkl a z jejich vysledki
vyplyva, ze k nejmensim ztratdm bunék dochazi pti trojnasobném proplachu bunééné linie
K562 v PBS. Pted analyzou byl do vzorku pfidan interni standard a buiiky byly zlyzovany
pomoci ultrazvuku. Imatinib byl extrahovdn do bunééného rozpoustédla
(ethylacetat:hexan). Organické faze byla vakuové odpatena, vysledny odparek rozpustén
v methanolu a ziskany roztok analyzovan pomoci LC-MS/MS. Stejny postup byl pouzit
I pro leukocyty izolované z plné krve. V jiz zminéné studii D"Avolio et al. (2011) byla
pouzita separace pres vrstvu Lymphoprep, vzorky byly dvakrat proplachnuty PBS
anasledné extrahovany methanolem. Analyza byla provedena za pouziti HPLC-MS.
Hodnoty namétfené nami byly v primeéru niz8i nez hodnoty stanovené v Brné. Zatimco
nase vysledky intracelularnich koncentraci se pohybuji od 24,52-242,24 ng/ml;
u brnénskych pacientll byly stanoveny hodnoty v rozmezi 230-824 ng/ml, coZ mize byt
zpiisobeno napiiklad nedostate¢nou izolaci leukocytl z plné krve

Farmakokinetika imatinibu v plasmé je v dnesni dobé na rozdil od intracelularni jiz
znama. V plasmé dosahuje imatinib nejvyssi koncentrace za 3-4 hodiny od podani a jeho
biologicky polo¢as eliminace je zhruba 17 hodin (Le Coutre et al., 2004). V nasi studii
byla pozorovéana souvislost mezi intraceluldrni hladinou IM, jeho plasmatickou hladinou,
poctem leukocyti a dobou od podéani 1éku pouze u né€kolika pacientl. Byla pozorovana
interindividualni variabilita; kterda mize byt zpisobena nedodrzovanim lécebného rezimu,

aktivitou transportért nebo chybou v pfipravé vzorku. Naptiklad u pacienta 5 mohou byt
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nizké koncentrace uvnitt bunék, ve srovnani s vyssi plasmatickou hladinou, zptsobeny

nedostate¢nou aktivitou hOCT-1 nebo nadmérnou aktivitou P-gp.

41



[ Zavér

Tato prace byla zaméfena na stanoveni koncentrace imatinibu v leukocytech
pacient trpicich chronickou myeloidni leukemii. Byla vyvinuta metoda pro izolaci
leukocyti z plné krve a nasledné stanoveni intracelularni koncentrace imatinibu.
Pro analyzu byla pouzita technika vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii.

V teoretické Casti této prace byla vypracovana reserse na téma chronickd myeloidni
leukemie, imatinib, vyznam stanoveni plasmatickych a intracelularnich hladin imatinibu
a vyuziti hmotnostni spektrometrie v terapeutickém monitorovani 1éciv.

V experimentalni ¢asti byla popsana optimalizace izolace leukocytl z plné krve,
vyvoj a optimalizace metody pro stanoveni intracelularniho obsahu imatinibu a tyto
postupy byly aplikovany na realné vzorky pacientl trpicich chronickou myeloidni
leukemii.

Dalsi vyzkum bude smérovan do oblasti ur¢eni jednotlivych metabolitii a poptipadé
sledovani zavislosti koncentraci imatinibu a jeho metabolitd s riznymi klinickymi

parametry za Ucelem lepsi individualizace 1éCby.
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9 Seznam pouzitych zkratek

ABL

APCI

API
arb.
Arg
ATP
BCR
CID
c-Kit
CCR
CML
CYP3A4
DNA
DMSO
EDTA
ELISA

EMIT

ESI
ETV6-PDGFRB

FIA-MS/MS
FIP1L1-PDGFRa

FISH
FPIA

FWHM

usek na chromosomu 9 (pojmenovan podle Abelson murine
leukemia virus)

chemicka ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure
chemical ionisation)

ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure ionisation)
arbitrarni jednotka

Abl-related gene

adenosintrifostat

usek na chromosomu 22 (breakpoint cluster region)

kolizné indukovana disociace (collision induced dissociation)
stem-cell factor receptor tyrosin kinase

kompletni cytogeneticka odpovéd’ (complete cytogenetic response)
chronicka myeloidni leukemie

izoforma cytochromu P450

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
dimethylsulfoxid

kyselina ethylendiamintetraoctova

enzymova imunoadsorb¢ni analyza (enzyme-linked immunosorbent
assay)

enzymova multiplikani imunoanalyza (enzyme multiplied
immunoassay technique)

ionizace elektrosprejem (electrospray ionisation)

fuzni protein vznikly spojenim genu ETV6 a receptoru pro
destickovy ristovy faktor (plateled-derived growth factor receptor)
metoda pfimého néstiiku do hmotnostniho spektrometru

fuzni protein vznikly spojenim genu FIPIL a receptoru pro
desti¢kovy ristovy faktor (plateled-derived growth factor receptor)
fluorescenc¢ni in situ hybridizace (fluorescence in situ hybridization)
fluorescen¢ni polarizacni imunoanalyza (fluorescence polarization
immunoassay)

Sitka piku v poloviné jeho maximalni vysky (full width at half

maximum)
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GIST
HLA
hOCT-1

HOK
HPLC

HPLC-MS

HPLC-UV/DAD

HSCT

IM
K562
K562/Dox

kDA
LC-MS/MS

LC/LC-MS/MS

LDMP
MDR-1
MMR
MRNA
MS

m/z
PBS
PCR
PDGFR

Ph
ppm

gastrointestinalni stromalni tumor (gastrointestinal stromal tumor)
hlavni histokompatibilni systém (human leukocyte antigen)

lidsky transportér organickych kationti (human organic cationic
transporter)

oddéleni hematoonkologie

vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatography)

vysokouc¢innd kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni
spektrometrii

vysokouc¢innad kapalinovd chromatografie ve spojeni s UV detekci
a detektorem diodového pole

transplantace hematopoetickych kmenovych bun¢k (hematopoietic
stem cell transplantation)

imatinib (imatinib mesylate)

parentalni buné¢na linie odvozena od chronické myeloidni leukemie
bunééna linie rezistentni k imatinibu a snadmérnou expresi
P-glykoproteinu

kilodalton
kapalinovd chromatografie spojend standemovou hmotnostni
spektrometrii

dvourozmérna kapalinova chromatografie spojena s tandemovou
hmotnostni spektrometrii

laboratot dédicnych metabolickych poruch

gen mnohocetné 1ékové rezistence (multidrug resistance)

velkd molekulérni odpovéd’ (major molecular response)

mediatorova ribonukleova kyselina

hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

pomér hmoty a naboje

fosfatovy pufr ve fyziologickém roztoku (phosphate buffered saline)
polymerdzova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

receptor pro destickovy rustovy faktor (plateled-derived growth
factor receptor)

Filadelfsky chromosom (Philadelphia chromosome)

parts per milion (%), relativni piesnost
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RNA
RT-PCR

RPM
TDM
TIC
TKI

ribonukleova kyselina (ribonucleid acid)

polymerazova fetézova reakce spojena s reverzni transkripci (reverse
transcriptase-polymerase chain reaction)

pocet otacek za minutu (revolutions per minute)

terapeutické monitorovani 1é¢iv (therapeutic drug monitoring)
celkovy iontovy proud (total ion current chromatogram)

tyrosinkinasovy inhibitor (tyrosine kinase inhibitor)
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