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Chronicka myeloidni leukemie je myeloproliferativni
onemocnéni charakteristické pfitomnosti Filadelfského
chromosomu, ktery vznika translokaci chromosomu 9 a
22. Nové vznikly gen BCR/ABL ma za nasledek produkci
proteinu  p210, konstitutivné  aktivni  tyrosinkinasy
zapficinujici vznik choroby. Jeji 1é¢ba je v soucasnosti
Uspésna diky nové vyvinutym Iékim zaloZenych na
selektivni inhibici téchto tyrosinkinas. Imatinib poskytuje
velmi dobrou hematologickou, cytogenetickou a
molekularni odpovéd, ale znevyhodruje jej mozny vznik
rezistence. Monitorovani hladin Iéku v télnich tekutinach
ma dulezity vyznam pFedevSim u pacientd se Spatnou
odpovédi na lécbu, u nichz se na zékladé plasmatickych
hladin upravuje davkovani IM. Déle pak u pacientd se
8patnou snasenlivosti 1éku, u nichZ se snizuje davkovani v
pfipadé vysokych hladin imatinibu.

Cilem této prace je vyvinout novou, rychlou a citlivou
LC/MSMS metodu pro stanoveni plasmatické hladiny
imatiniou  zaloZzenou na  isotopovém  zfedovani
deuterovanym standardem. Byla vyvinuta separacni
metoda na principu reverzni faze vyuZzivajici ultradc¢inné
kapalinové chromatografie za vysokych tlaki o celkové
dobé analyzy 3,2 min.

Pro detekci byl pouzit trojity kvadrupolovy analyzator
s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim médu v rezimu
"multiple reaction monitoring". Déle byla vyvinuta metoda
prfimého nastfiku bez pouziti separace, ktera poskytuje
vyznamné rychlejSi stanoveni avSak s nizsi citlivosti.
Metody byly validovdny a nasledné aplikovany na
stanoveni imatinibu v krevni plasmé pacientl trpicich
chronickou myeloidni leukémii na terapii imatinibem.
Vyvinuté metody poskytuji dostateCnou spravnost a
presnost pro rutinni stanoveni imatinibu v plasmé a byly
zavedeny do rutinni praxe v Laboratofi dédi¢nych
metabolickych poruch, Oddéleni klinické biochemie,
Fakultni nemocnice Olomouc.
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Chronic myeloid leukemia is a myeloproliferative
disease characterized by presence of Philadelphia
chromosome rising by translocation of chromosome
9 and 22. The production of protein p210 (a tyrosine
kinase) is a consequence of the new gene BCR/ABL.
Recently, the treatment is very successful because
of newly developed drugs based on selective
inhibition of these tyrosine kinases. Imatinib provides
very good hematologic, cytogenetic and molecular
response. Drug monitoring in body fluids is
significant in patients with poor response to
treatment; dosage of the drug is modified according
to its plasmatic levels. Furthermore, it is significant in
patients with poor toleration of the drug; in case of
high plasmatic levels the dosage is reduced.

The aim of this study is to develop a fast and
sensitive LC/MSMS method for imatinib plasmatic
levels determination based on isotopic dilution by a
deuterated standard. A separation method founded
on reverse phase using ultra high performance liquid
chromatography with total run time of 3.2 min was
developed. A triple quadrupole with electrospray
ionization in positive mode and multiple reaction
monitoring mode was used for detection.
Furthermore, a flow injection analysis was
developed, which provides significantly faster
determination but with less sensitivity. Methods were
validated and subsequently applicated on plasma of
patients with chronic myeloid leukemia on imatinib
treatment. Developed methods provide sufficient
accuracy and precision for routine determination of
imatinib in plasma and they were established to
routine practice in Laboratory of inherited metabolic
disorders, University Hospital Olomouc.
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cytogenetic and molecular response, tandem mass
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1. Cile prace:

» Vypracovani reSerSe na téma: Chronicka myeloidni leukemie, imatinib a

hmotnostni spektrometrie

* Vyvoj a optimalizace metod pro stanoveni imatinibu a jeho demethylovaného

metabolitu v plasmé
» Validace metod

» Aplikace metod na vzorky plasmy pacientu trpicich CML na terapii Glivecem



2. Teoreticka cast



2.1. Chronicka myeloidni leukemie

2.1.1.Co je to chronicka myeloidni leukemie?

Chronicka myeloidni leukémie (CML) je myeloproliferativni onemocnéni s klonalni
expanzi transformované prvotni hematopoetické progenitorové bunky. Tvofi téméer
15 % vSech druhu leukemii a 25 % leukemii dospélého véku, vétSinou byva zachycena
mezi 45. — 55. rokem Zivota. Jeji ¢etnost vyskytu (1-2/100000) stoupa s vékem a
pomeér mezi nemocnymi muzi a zenami je 1,3 : 1. Podstatou CML je nekontrolovatelné
mnoZeni nezralych bunék (blastd) jednoho typu - basofilnich granulocytu.
(Protivankova & Vorlicek, 2001; Faderl S. et al, 1999)

Charakteristickym cytogenetickym znakem patologické bunééné populace je v
90 % pripadd CML pfitomnost Ph chromosomu (Filadelfsky chromosom), zkraceného
chromosomu 22, produkujici novy gen BCR/ABL, jehoz transkripci jsou produkovany
proteiny rozdilné velikosti a molekulové hmotnosti. Jejich role spociva v aktivaci
signalnich transduké&nich drah vedoucich k nekontrolovatelné proliferaci buriky, blokaci
apoptdzy a nasledné k maligni transformaci bunky. (Faderl S. et al, 1999)

Lécba CML je u pacientl zavisla na mnoha faktorech zahrnujicich vék, vahu,
celkovy stav pacienta i jiné prodélané choroby a onemocnéni. Alogenni transplantace
kmenovych bunék mize mit Ié€ebny G&inek u pacientd s vhodnymi darci, biologické
prostfedky, jako napf. interferon a, potlacuji leukemické klony a prodluzuji tim délku
Zivota nemocného. Diky mnoha védeckym vyzkumim se v poslednich dvaceti letech
docililo znaéného pokroku ve znalostech molekularni a bunééné biologie CML bunék,
byly identifikovany cilové molekuly pro terapii a tudiz i specifické a selektivni latky
inhibujici onkoproteiny. (Kantarjian H.M. et al, 1996)

2.1.2.Co zpusobuje a jak vznika CML?

Charakteristicka geneticka abnormalita CML, Filadelfsky chromosom (Obr. 1), je
pfitomny v bufikach kostni dfené u vice nez 90 % vSech pacientd s CML a u 15-30 %
pacientt s akutni lymfoblastickou leukemii (ALL). Filadelfsky chromosom, ktery byl
poprvé popsan u pacientd s CML ve Filadelfii v roce 1960, vznika v disledku reciproké
translokace t(9;22)(q34;q11). Fuzi genu BCR — ,breakpoint cluster region“ na 22.

chromozomu s genem ABL - ,Abelson tyrosine kinase gen“ na 9. chromozomu vznika
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onkogen BCR/ABL, ktery vede ke vzniku chimerického onkogenniho proteinu Bcr/Abl,
konstitutivné aktivni cytoplasmatické formy Abl kinasy (Obr. 2). Aktivita tohoto fazniho
proteinu jiz neni pod regulacnim kontrolnim mechanismem pro ABL, tudiZz navozuje
maligni onemocnéni aktivaci rozmanitych cytoplasmatickych a jadernych signélnich
transdukénich drah, které ovliviuji rist a preziti hematopoetickych bunék. Tato kinasa
ma rovnéz ruzny efekt na reparaci DNA, coz maze podporovat dalsi chromosomalni
zmény a mutace zahrnuté v progresi choroby a mazou hrat roli v agresivni povaze
pozdéjSich stadii CML. Velikost fuzniho proteinu Ber/Abl se v zavislosti na breakpointu
v BCR genu méni od 185 do 230 kD. VétSina pacientd s CML exprimuje protein o
velikosti 210 kD zvany p210°#(2, 7. 10. 2.). Ve vzacnych ptipadech CML, ale u 50 %
dospélych a 80 % déti s Ph pozitivni ALL, je vysledkem genu BCR/ABL translace do
mensiho onkogenniho proteinu o hmotnosti 190 kD zvaného p190°"®, ktery vykazuje
vy$si tyrosinkinasovou aktivitu nez p210° 2 vyustujici k véts§imu potencialu navodit
rakovinné bujeni. (Kantarjian H.M. et al, 2006)

U vétSiny pacientu (85 %) je choroba diagnostikovana v chronické fazi,
akcelerovana a blasticka faze je objevena jen u 5-10 % pfipadl. Mezi spole¢né
symptomy mizZeme zaradit napf. nevolnost, Ubytek vahy, pocit piného bficha
v disledku zvétSeni sleziny, krvaceni, poceni, purpuru (te€kovité krvaceni pod kizi) a
jiz zminénou splenomegalii. Laboratorni testy déle vétSinou prokazi leukocytosu,
anemii a trombocytosu. Diagnéza je stanovena po kvantifikaci celkového poctu
krevnich elementl a procentudlniho zastoupeni krevnich desticek, blastl a basofilu;
dale se provadi biopsie kostni dfené a cytogenetické vySetieni pro stanoveni Ph
chromosomu. U pacientd negativnich na Ph chromosom jsou pro detekci BCR/ABL
provedeny molekularné biologické studie (Southern blot a PCR). (Faderl S. et al, 1999)

Jako je tomu u jinych druhd leukemie, neni pfesna pficina vzniku tohoto
onemocnéni do podrobnosti znama. Vétsi pravdépodobnost vzniku CML se vyskytuje u
lidi, ktefi byli vystaveni vysoké davce radioaktivity nebo u pacientd, jez jsou z riznych
davodu ozafovéani. U vétSiny nemocnych vSak CML vznika bez zjistitelného vlivu
radiace. Nebyl rovnéz jednoznacné prokazan vliv jinych latek, Iéka, chemikalii nebo
virG. Na druhé strané je prokazano, ze CML neni dédic¢né a rovnéz nepatfi mezi
nakazlivé choroby. (Faber E., 2006)

-10 -
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Karyotype: 486XX,1(9;22)(q34;911.2)
Obr. 1: Karyotyp pacienta s CML - translokace chromosomu 9 a 22, kdy chromosom 22 se jevi
jako Filadelfsky.( http://path.upmc.edu/cases/case271/images/fig15.jpg)

Changed chromosome 9

Normal
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Obr 2: Vznik Filadelfského chromosomu.
(http://www.meb.uni-bonn.de/cancer.gov/Media/CDR0000533336.jpg)
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2.1.3.Detekce BCR/ABL

Cytogeneticka analyza je u CML standardni diagnostickd metoda ocerovana
rovnéz pro moznost prokézani pridavnych karyotypovych abnormalit, které se objevuiji
chromosomu, isochromosom i(17q) a pfidavny Ph chromosom (,dvojity Ph®)).

Diagnostické laboratorni vy$etfeni pro CML se sklada ze stanoveni kompletniho
krevniho obrazu, aspirace kostni dfené (v€etné stanoveni procenta blastl a basofild),
biopsie kostni dfené, cytogenetické studie pro Ph chromosom (Ph*) a markerud pro
karyotypovou evoluci. U Ph™ pacientu jsou pro detekci BCR/ABL preskupeni indikovany
molekularni metody jako napfiklad Southern Blot nebo PCR.

Nicméné cytogeneticka analyza je ¢asové velmi naro¢na, navic je prozkoumano
pouze 20 — 25 metafazi u kazdého vzorku. U 10 % pacientli nemuze byt Ph
chromosom prokazén cytogenetickymi studiemi, ale u vice nez poloviny pacientu je
pfeskupeni BCR/ABL detekovano pomoci molekularnich analyz. Genova PCR a
Southern Blot mohou stanovit pfesné ,breakpointy” fuzniho genu. RT-PCR (RT =
reverzni transkripce) a Northern Blot analyza detekuji BCR/ABL transkript na urovni
RNA. Western Blot analyza nebo imunoprecipitace demonstruji pfitomnost proteinu
p210°"2®' pomoci monoklonalnich protilatek proti Ber a Abi.

Molekularné biologické metody jsou uzite€né i pfi monitorovani prabéhu nemoci pfi
lécbé. Kvantitativni RT-PCR je pouzivana pro dalsi sledovani pacient po alogenni
transplantaci kostni dfené. Navzdory jeji citlivosti nemusi RT-PCR zaznamenat Ph*
buriky, které v dany okamzik analyzy netranskribuji pfislusny genovy produkt.
Hybridizace s fluorescenci in situ (FISH) je vhodna pro analyzu metafaznich bunék a
nedélicich se interfaznich bunék. Tato metoda je rychla, analyzuje vice bunék a je
jednodu$e kvantifikovatelna. (Guo J.Q. et al, 1991, Faderl S. et al 1999)

2.1.4.Pribéh CML

Prdbéh CML muZze byt rozdélen do pocatecni chronické faze a nasledné faze
transformace — do vice agresivni a akutni faze onemocnéni.

U vétSiny pacientl je choroba diagnostikovana v chronickém stadiu, které trva od
nékolika mésicl i do nékolika let (3 - 6 let). Toto stadium je dobre regulovatelné léky a

krevni obraz nemocného zlstava témér v normalnim rozmezi. Charakteristicky je
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zvySeny pocet leukocytl a krevnich desticek, pocet blastu v kostni dfeni nepfesahuje
10 %. Rovnéz dochazi ke zvétSeni sleziny, coz mize byt stejné tak jako pocet
leukocytu potlateno podavanymi Iéky.

Problém nastava, pokud po nékolika letech chronické faze onemocnéni nastane
zména v jeho pribéhu — transformace. Nemoc od této chvili za¢ina probihat mnohem
agresivnégji. Zpocatku ma transformace podobu tzv. akcelerované faze, ktera mize byt
diagnostikovana vice zplsoby. Dochazi pfi ni i pfes 1é¢bu k opétovnému zvétSovani
sleziny (splenomegalie) a poctu bilych krvinek (leukocytosa). Pocet blastl v kostni
dfeni se pohybuje od 10 do 30 % a basofild do 20 %. Rovnéz dochazi
k trombocytopenii a klonalni evoluci. Median trvani této faze se pohybuje od 6 do 9
mésicl.

Pokud se pomoci IéEby nepodafi stadium prevést zpét na fazi chronickou, dostava
se choroba do faze blastického zvratu s klinickymi pfiznaky jiz rozvinuté akutni
leukemie s medianem trvani od 2 do 4 mésicl. Pocet blastl v kostni dfeni prekracuje
30 %, myeloidni prekurzory mohou rovnéz tvofit nadory v lymfatickych uzlinach, kizi a
kostech. Nékteré studie prokazuji, Ze u jedné Ctvrtiny vySetfovanych pacientl se
blasticka faze rozvinula bez pfedchozi transformace faze chronické do faze
akcelerované. U jedné tfetiny pacientd maji blasty lymfoidni strukturu a exprimuji
lymfoidni markery, jako napfiklad terminélni deoxynukleotidyltransferasu, CD19, CD20
nebo CD10 (spole¢né antigeny akutni lymfoblastické leukemie). Dveé tfetiny pacientd
maji fenotyp akutni myeloblastické nebo nediferenciované leukemie. (Faber E. 2006;
Kantarjian H.M. et al, 2006; Faderl S. et al 1999)

2.1.5.Lécéba CML

Vybér vhodné Ié€by pro pacienta s CML je zaloZzen na posouzeni mnoha faktord,
které zahrnuji vék pacienta, celkovy stav pacienta i doprovodné choroby a onemocnéni,
ktera dosud prodélal. Cilem IéCby je redukce nadorové masy, eliminace Ph+
chromosomu a zabranéni vyvoje nemoci do akcelerované a blastické faze. Uspé&snost
léEby je hodnocena dosazenim hematologické remise (normalizace poctu krevnich
bunék), cytogenetické remise (eliminace dfefiovych bunék pozitivnich na Ph
chromosom) a molekularni odpovédi (vymizeni Ph chromosomu). (Protivankova M. &
Vorli¢ek J., 2001; Faderl S. et al., 1999)

Drive se leukemie povazovala za nevylécitelné onemocnéni, doba Zivota pacienta
od sdéleni diagndzy byla 3 roky, u méné nez 20% az 5 let. LéCba spocivala pouze

v ozareni leukemickych bunék ¢i sleziny nebo splenektomii v domnéni, Ze ¢lovék bude
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vystaven pouze malému riziku infekce. Po intenzivnim zkoumani nebyl potvrzen pfinos
této operace, 85 % pacientl prfechazelo rychle do blastické faze a prezivalo jen nékolik
meésicl od stanoveni diagn6zy. (Faderl S. et al., 1999)

Dal§im zpusobem IéCby byla chemoterapie, kdy se k redukci nadorové masy
pouzivala cytostatika, ktera nici leukemické burky a navodi do€asnou hematologickou
odpovéd,ale neoddali progresi choroby. V 50. letech byl do IéEby zaveden busulfan
(derivat kyseliny sulfonove, obchodni nazev - Mylecytan, Myleran), ktery pfi relativné
nizkych davkach poskytoval dobrou kontrolu krevniho obrazu a projevii onemocnéni.
Jeho dlouhodobé pouzivani je v8ak doprovazeno nezadoucimi Ucinky, jako napfiklad
pfi dlouhodobéjsSim uzivani posSkozeni funkce plic. Pravé plicni toxicita zpusobila, ze v
soucasné dobé je busulfan pouzivan prakticky vyhradné jen v ramci pfipravnych
vysokodavkovanych reziml pfed provedenim transplantace krvetvornych bunék.

Dal$i zavedené cytostatikum je také inhibitor ribonukleotidreduktasy — hydroxyurea
(hydroxykarbamid, firemni nazev Litalir), ktera méla své misto zejména v pocatku lécby
a do provedeni transplantace, kdy je potfeba vyrazné snizit pocet leukocytu. Je to
specificky inhibitor bunééného cyklu, ktery zabrariuje syntéze DNA. Diky velmi dobré
snasenlivosti mohla byt pouzivana i u starSich nemocnych, ktefi t&éZko snaseli jinou
dlouhodobou Ié¢bu. Vedlejsi ucinky hydroxyurey byly vétSinou mirné: nevolnost,
prujmy, bolesti Zaludku, kozni ekzém, bolest hlavy, jen ve vétSich mnozstvich
uzivaného léku byly sledovan vyskyt aft v Ustni dutiné nebo zvétSovani ¢ervenych
krvinek (makrocytosa) a vyjime€né i chudokrevnost.

Podavani cytostatik na pocatku IéCby navozuje kompletni hematologickou odpovéd
v 50 % az 80 % pripadech. Cytogeneticka remise je ovSem vzacna, nedochazi
k vymizeni Filadelfského chromosomu a latky neovliviiuji progresi onemocnéni.
Pacienti nevyhnutelné prodélaji transformaci do blastické faze a po maximalné 3 az 6-ti
letech umiraji. (Protivankova M. & Vorlicek J., 2001; Faderl S. et al., 1999; Faber E. et
al., 2004)

V 70. letech se jako jedind moznost UpIného vyléceni choroby stala alogenni
transplantace hemopoetickych kmenovych bunék, jejiz provedeni je vSak limitovano
existenci vhodného darce a vékem nemocného. Krvetvorné bunky se ziskavaji od
presné vybraného darce se zcela shodnymi HLA antigeny a jsou nemocnému podany
podobné jako krevni transfuze. Pfed transplantaci jsou pacienti vétSinou pfedléceni
chemoterapeutiky, coz ovliviiuje pokracovani v Zivoté bez nemoci. Transplantace
dovoluje v |é€bé pouziti vysokych davek cytostatik ¢asto v kombinaci s radioterapii,
které by bez pouziti transplantace vedly k uplnému a definitivnimu zniceni krvetvorby.

Dochézi ke zni€eni zbyvajicich leukemickych bunék v organismu a obnoveni
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krvetvorby je zajisténo podanim (transplantaci) krvetvornych bunék po této
onemocnéni, v pokrocilejSich fazich nastava vétsi riziko recidivy a umrtnosti spojené
s lé¢bou (Obr. 3). Jako darci se nejCastéji uplatiiuji sourozenci €i nejblizsi rodinni
prislusnici nemocného se souhlasnymi antigeny. Studie prokazuji, Ze pacienti po
transplantaci kmenovych bunék, ktefi byli pfedtim pfedléCeni chemoterapeutiky,
prezivaji bez navratu onemocnéni mnohem delSi dobu, a to zvlasté ve srovnani s
léEbou hydroxyureou a busulfanem (61 % : 45 %). U 10 — 20 % pacientl v chronické
fazi CML se po transplantaci objevuje recidiva, u faze blastické je to az 70 — 80 %.
Interferon-a (viz dale) navozuje dlouhotrvajici cytogenetickou odpovéd u 20 — 40 %
pacientu, u kterych se po transplantaci v chronické fazi CML objevuje opakovani
onemocnéni.

Pro zmirnéni projevl nemoci u pacientu, ktefi nemaji dostupného vhodného dérce,
se zvazuje moznost autologni transplantace, kdy se v €asném stadiu nemoci izoluji
krvetvorné bunky pacienta, ty jsou skladovany pfi nizke teploté v tekutém dusiku tak,
aby mohly prezit nékolik let. V pozdé&jsim stadiu nemoci, kdy je schopnost krvetvorby
pacienta znacné omezena uzivanim vysokych davek cytostatik poskozujicich i
normalni kostni dfen, je umoznéna jeji obnova transfuzi rozmrazenych bunék pacienta,
coz vede k prodlouZeni chronické faze onemocnéni. (Protivankova M. & Vorlicek J.,
2001; Faderl S. et al., 1999; Faber E. et al., 2004)

1200
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300 |
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I .
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Obr. 3: Pocty provedenych transplantaci v Evropé podle registru EBMT. Rozdéleno podle

typu transplantace (alogenni, autologni) a stadia CML.

Dalsi moznosti IéEby CML je imunoterapie, kdy jsou k 1é€bé pouzity vlastni imunitni
mechanismy pacienta. Interferony jsou bilkoviny, které jsou soucasti imunitniho
systému a ochranuji télo proti Skodlivym G&inkim vird. Tyto latky jsou vyuzZivany v

lé&bé& zhoubnych nadord. V 80. letech byl do Ié&by zaveden interferon — a (v Ceské
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pacienty, ktefi nemaji HLA shodného darce. Pomoci tohoto biologického modulatoru,
glykoproteinu s inhibiénim u€inkem na leukemickou kmenovou buriku, je dosazeno
vysokého procenta hematologickych odpovédi a sou€asné také urcitého procenta
cytogenetickych odpovédi. Se zvySujici se davkou interferonu-a se také zvySuje
rychlost hematologické a cytogenetické odpovédi. Jeho nevyhodou je nutnost podavat
lék formou podkoznich injekci, zpravidla v jedné denni davce, a ¢asty vyskyt
nezadoucich ucinku. Pocatec¢ni obtize, které pfipominaji chfipku (horecky, Unava,
bolesti v kloubech a kostech), obvykle béhem tydne ustupuji a daji se zmirnit podanim
paracetamolu pred injekci interferonu. PFi dlouhodobém podavani se u nemocnych
muZze objevit nechutenstvi, Unava, hubnuti, vyrazky, padani vlasd, snizena funkce
Stitné Zlazy, zmény nalady aZ deprese.

Objev interferonu byl dulezitym meznikem v 1é¢bé CML. Je to prvni €k, za jehoz
podavani bylo dosazeno upIného vymizeni Ph chromosoma z kostni dfené pacientd
bez transplantace krvetvornych bunék. Dale byla zjisténa vysoka Ucinnost
kombinované terapie interferonem a cytostatiky, zejména hydroxyureou a
cytosinarabinosidem. Vysledky byly natolik povzbudivé, Ze tato kombinovana Ié¢ba
nahrazovala €asto u pacientt stfedniho a vyssiho véku lé¢bu transplantaéni. (Faber E.,
2006; Kantarjian H.M. et al, 1996; Voglova J., 2007; Faderl S. et al, 1999)

Diky novym poznatkim v molekularni biologii a patofyziologii CML jsou hledany
jesté ucinngjsi a cilenégjsi metody IéCby. Nadéjnym objevem novych 1€kl se stal vyvoj
selektivnich inhibitord tyrosinkinas pouzivanych k inhibici maligniho ristu bunék a
utvareni metastazi. V druhé poloviné 90. let vedla tato snaha k objeveni derivatu 2-

fenylaminopyrimidinu. K témto novym pfipravkiim fadime imatinib, dasatinib a nilotinib.

» Imatinib (STI-571, GLEEVEC, GLIVEC — Novartis)

Stanoveni imatinibu v krevni plasmé pacientd s CML je hlavni ndplni mé diplomové

prace, proto mu vénuji samostatnou kapitolu - viz pozdéji.

» Dasatinib (BMS-354825 SPRYCEL - Bristol-Myers Squibb)

Dasatinib (Obr. 4) je derivat aminopyrimidinu, jeho chemicky nazev je N-(2-chlor-6-
methyl-fenyl)-2-[6-[4-(2-hydroxyethyl)-piperazin-1-yl]-2-methylpyrimidin-4-
ylamino]thiazol-karboxamid monohydrat. Jeho sumarni vzorec je CxH26CIN;O.S *H,0,
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ktery odpovida molekulové hmotnosti 506,02 g*mol™ (monohydréat) a 488,01 g*mol™
(bezvody). Dasatinib je bily az mirné nasedly prasek s teplotou tani mezi 280 — 286 °C.
Latka je nerozpustna ve vodé, ale lehce rozpustna v methanolu a ethanolu.

Je to mald molekula s multityrosinkinasovou inhibi¢ni aktivitou. Jeho selektivni
kompetitivni inhibi¢ni UCinek je popsan nejen u BCR/ABL a ABL, ale také u c-Kit,
PDGFR-B, kinas rodiny Src (SFK), kam fadime kinasy Lck, Fyn, Hck, Lyn a Src.
Dasatinib byl in vitro aktivni u nékolika leukemickych buné&cnych linii senzitivnich nebo
rezistentnich na imatinib a inhiboval rist bunéénych linii CML a akutni lymfoblastické
leukemie (ALL) nadmérné exprimujicich BCR/ABL. Pfedchozi studie prokazaly, ze
¢etné domény BCR/ABL interaguiji s aktivovanymi Src kinasami nezavisle na BCR/ABL
kinasové aktivité. Src kinasy mohou pfispivat k proliferaci a pfezivani myeloidni fady
bunék exprimujicich BCR/ABL. (Lombardo L.J. et al, 2004; Faber E., 2007, Brave M. et
al., 2008)

Mechanismus ucinku dasatinibu spoc€iva v interakci s konstitutivné aktivni
tyrosinkinasou Bcr/Abl na vazebném misté pro ATP, a to jak v inaktivni tak v aktivni
konformaci enzymu. Blokada aktivni formy enzymu neni v jeho pfipadé zavisla na
poloze aktivaéni klicky diky tomu, ze pfi vazbé s kinasou vytvari méné kontaktnich mist
a jeho pozadavky na konformaci vazebného mista jsou mens$i nez u imatinibu.
Dasatinib je diky tomu ucinny u naprosté vétSiny mutovanych forem kinas Bcr/Abl
rezistentnich na IM. (Faber E., 2007)

V neklinickych studiich byla zkoumana akutni a chronicka toxicita, jako napfiklad
kardiovaskularni toxicita, elektrolyticka nerovnovaha, lymfoidni degradace, zvy$ena
hladina triglycerid a cholesterolu, jaternich enzym, tvorby moci, poruchy ledvin,
pfeména klku a krvéaceni v travicim traktu, reprodukéni toxicita. (Brave M. et al., 2008)

V prvni fazi klinické studie byla zkouména bezpec€nost a snasenlivost dasatinibu u
pacientd, ktefi byli z 86 % rezistentni na terapii imatinibem. Kompletni hematologicka
odpovéd (CHR) u pacientl v chronické fazi byla dosazena z 92 %, a také ze 45 % u
akcelerované faze a z 35 % u blastické faze CML, coz jsou vysledky velmi povzbudivé.
U imatinibu se u pokrocilych stadii onemocnéni nepodafilo dosahnout takového
procenta hematologické odpovédi.

Dals$i studie prokazaly, Zze u pacientl Ié€enych dasatinibem se vyrazné prodlouzila
doba preziti bez progrese choroby. Mezi hlavni nepfiznivé ucinky se fadi pleuralni
efuze, ktera se objevila jen u nékolika procent pacientu.

Pfedmétem nasledujicich studii bylo prokazat jeho uc€innost v 1é¢bé pacientu
rezistentnich na terapii imatinibem uZivajicich od 400 do 600 mg latky denné. Cést
pacient pokraCovala v terapii imatinibem, ovéem s jeho zvy$enou davkou, ktera

odpovidala 800 mg jedenkrat denné, druha ¢ast pacientl byla Ié¢ena 70 mg dasatinibu
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dvakrat denné. Po 10 mésicich byla dosazena CHR 92 % u dasatinibu a 82 % u
imatinibu; vyznamna cytogeneticka odpoveéd (CyR) byla 48 % u dasatinibu a 33 % u
imatinibu; kompletni cytogeneticka odpoveéd (CCyR) byla dosazena u 35% pacient(
s dasatinibem a u 16% s imatinibem. Tyto vysledky jasné prokazuiji, ze dasatinib je
v 1écbé CML rezistentni na imatinib kvalitn&jSi nez pouhé zvySeni davky imatinibu.
(Frame D., 2007; Faber E., 2007)

Obr. 4: Molekula dasatinibu

> Nilotinib (AMN-107, TASIGNA - Novartis)

Diky vzniku rezistentnich mutaci BCR/ABL na Ié¢bu imatinibem byl na zakladé
krystalové struktury komplexu IM-Abl navrZzen novy vice U€inny inhibitor této
tyrosinkinasy (Obr. 5). Krystalografické studie AMN107 skute¢né naznacovaly, Zze malé
rozdily ve zplUsobu vazby do Abl a lepsi topologické zaclenéni se do proteinu Abl
odpovida vétSimu ucinku latky.

Podobné jako imatinib, nilotinib inhibuje Bcr/Abl vazbou do inaktivni konformace
Abl kinasové domény, tudiz chrani enzym pfed ziskdnim katalyticky aktivni konformace
a blokuje fosforylaci tyrosinl proteint zahrnutych v Ber/Abl signalni transdukci. LepSi
vazba nilotinibu ma za nasledek i vétsi UCinek a selektivitu proti KIT a PDGF
receptorovym kinasam, proto je vyuzivan v IéCbé gastrointestinalniho stromalniho
tumoru a systémové mastocytosy, ale nema zadnou aktivitu proti tyrosinkinasam typu
Src. V preklinickych studiich byl u buné&nych linii citlivych na IM nilotinib 30x U&inné&jsi
nez samotny IM a byla sledovana aktivita u 32 ze 33 na imatinib rezistentnich mutaci
BCR/ABL, coz velmi povzbudilo vyvoj IéEby CML. Jediny pfipad, vici kteremuz je
nilotinib neucinny, je mutace T315I (viz. dale). Nilotinib rovnéz vykazuje 30 az 40x
vy$$i efektivitu v inhibici proliferace Ph pozitivnich bunék exprimuijicich p190°72°'y ALL
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nez imatinib. (Kantarjian H.M. et al, 2007a; Golemovic M. et al, 2005; Weisberg E. et
al., 2006)

Obr. 5: Molekula nilotinibu

Cilem klinické studie |. faze bylo zjistit bezpeénost, snasenlivost a biologickou
aktivitu nilotinibu v séru, jeho farmakokineticky profil, maximalni snasenou davku a
maximalni denni snaSenou davku u nemocnych s CML nebo Ph+ ALL rezistentnich na
IM. Do studie byli zafazeni vétSinou pacienti rezistentni na |éEbu imatinibem,

v pokrocilém stadiu onemocnéni a ti, ktefi byli Ié€eni vysokou davkou imatinibu.
Vrcholové koncentrace v séru bylo dosazeno za 3 hodiny po podani Iéku, k dosazeni
zadané (3,6 uM) stabilni koncentrace v séru doSlo pfi davkovani 2x denné 400 mg
nilotinibu jiz 8. den. CHR byla dosazena u 92% pacientl v chronicke fazi, u 72 %

v akcelerované fazi a u 42 % v myeloblastickém zvratu. CCyR dosahlo 53 % pacient(
v chronicke fazi, 48 % v akcelerované fazi a 29 % v blastické fazi onemocnéni. U &asti
pacientl se projevily vedlejSi nebo nezadouci Ucinky, a to zvlasté po vystaveni vyssi
jednorazové davce okolo 800 mg nebo u pacientl v pokrocilém stadiu onemocnéni.
K hematologickym toxickym uc¢inkim se Fadi trombocytopenie, neutropenie a anemie.
Dale se objevovala reverzibilni nepfima hyperbilirubinemie, kdy normalni hladiny
bilirubinu bylo dosazeno az po vysazeni léku, pankreatitida a bolesti bficha, vzestup
lipasy, sucha kuze, vyrazky a svédéni, nevolnost, Unava a v nékolika pfipadech i
vypadavani vlasu. V jednom pfipadé byla dokonce popséna kardiotoxicita.

V druhé fazi klinické studie byl nilotinib podavan v davce 400 mg 2x denné
pacientim rezistentnich na imatinib nebo nesnasejicich Ié¢bu. CHR byla dosazena u
74 % pacientt, velka CyR u 52 % a CCyR u 34 % pacientl. K nezadoucim U€inkdm
patfi myelosuprese: anemie, neutropenie a trombocytopenie; dale se v minimalnich
pfipadech vyskytovala bolest hlavy, prajem, kozni vyrazky, bolesti svalt a kloubd.
Rovnéz byly pozorovany biochemické abnormality, jako napfiklad elevace lipasy,
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hypofosfatemie, hyperglykemie, hyperbilirubinemie, a zvySeni hodnot ALT a kreatinu.
Ve vyjimecnych pfipadech byla sledovana pleuritida, perikarditida a plicni edém.
diagnostikovanym pacientim v ranné chronické fazi CML. Po podavani 400 mg 2x
denné byla po Sesti mésicich dosazena CCyR u 100 % pacientd. Po 3, 6 a 9 mésicich
byla provedena kvantitativni PCR, ktera urcila pomér BCR/ABL ku ABL 3,4; 1,8 a 0,54
%. Tyto vysledky byly ziskany ze studie na malém poctu pacientd, proto je tieba je
ovéfit na vétSim souboru. (Faber E. & Indrék K., 2007)

2.2. Imatinib

Vyvoj imatinibu mesylatu (Gleevec, Novartis Pharmaceuticals, Basilej, Svycarsko)
predstavuje hlavni uspéch pro cilené fizenou chemoterapii v 1é¢bé nadorovych
onemocnéni a prilom v fizeni CML. Pfedtim byly moZnosti Ié€by omezeny. Alogenni
transplantace kostni dfené zustavala limitovana dostupnosti vhodného darce a
s transplantaci spojenymi umrtimi a chorobami. Interferon-a zptsobuje CCyR u
5 - 20 % pacientl v rané chronicke fazi CML, ale je spojen s vaznymi toxicitami a
redukci ucinnosti s narustajici dobou trvani chronické faze choroby. V dne$ni dobé je
to Iék prvni linie u nové diagnostikovanych pacientt CML, ktery puasobi jako inhibitor
p210°°"® produkované leukemickym genem BCR/ABL tak, ze obsadi ABL doménu
ATP-vazebného mista, udrzuje protein v inaktivni konformaci a tim inhibuje jeho
aktivitu. Jeho inhibi€ni aktivita byla prokédzana nejen pro tyrosinkinasy ABL a BCR/ABL,
ale i pro tyrosinkinasu receptoru SCF (stem cell factor - c-Kit ligand) a PDGF (platelet-
derived growth factor). Ziskana mutace c-Kit genu a nasledna proliferace bunék
exprimujicich tento mutovany gen byla zji§téna nap¥. u gastrointestinalniho stromalniho
tumoru (GIST); PDGF je mitogenem pro pojivové tkané a mize se uplatnit
v patogenezi nékterych myeloproliferaci, jako napfiklad v eosinofilni proliferaci, za niz
je zodpovédny gen FIPIL1-PDGF-a. Proto se Imatinib pouziva k Ié¢bé nejen Ph
pozitivni CML a ALL, ale i vySe zminovaného GIST, hypereosinofilniho syndromu,
chronické eosinofilni leukemie a systémové mastocytosy. (Faber E., 2005; Kantarjian
H.M. et al., 2006)

Tento selektivni inhibitor konstitutivné aktivni tyrosinkinasy je derivat
fenyalminopyrimidinu oznacovany také jako STI-571 (signal transduction inhibitor)
nebo CGP57148B. Konkrétné se jedna o 4-[(4-methylpiperazin-1-yl)methyl]-N-[4-
methyl-3-[(4-pyridin-3-ylpyrimidin-2-yl)amino]-phenyl]-benzamid methansulfonat (Obr.
6). (Deininger M.W.N.& Druker B.J., 2003)
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Obr. 6: Molekula imatinibu

IM byl syntetizovan v roce 1992 a uz o nékolik malo let pozdéji byla prokazana jeho
velmi vysoka ucinnost u mySiho modelu CML — pusobil necytostaticky a velmi
selektivné. Poprvé se Glivec podrobil klinickym zkouskam v €ervnu 1998, jeho pozitivni
vysledky byly publikovany o rok pozdegji, kdy uz probihaly studie Il. faze. Na zakladé
vysledkd Kklinickych studii lll. faze z roku 2000 bylo uzivani IM u nemocnych CML
v roce 2001 schvaleno Uradem pro potraviny a lé¢iva (Food and Drug Administration —
FDA) a to v davce 400 mg/den v chronické fazi a 600 mg/den v akcelerované a
blastické fazi. Od &ervence 2002 je schvalena pina Ghrada IM pojigtovnami i v Ceské
republice.

Jedna z mala nevyhod tohoto pfipravku je vznik rezistence pfi dlouhodobém

vvvvv

onemocnéni. (Faber E., 2005)

2.2.1.Mechanismus ucinku

Imatinib (IM) interaguije s bilkovinou p210°"#*'tak, ze obsadi ABL doménu enzymu
ve vazebném misté pro ATP, stabilizuje protein v inaktivni konformaci a nedochazi
k fosforylaci tyrosinu bilkovin patficich k substratim tohoto onkoproteinu.
Zablokovanim fosforylace tyrosinovych zbytkd bilkovin dochazi k zastaveni celé fady
signalnich drah, které hraji roli ve vzniku leukemického fenotypu buriky. Pisobenim IM

dochazi k apoptéze bunék exprimuijicich p210°°"2

a take k inhibici jejich proliferace.
Tato latka tedy nezabranuje vzniku leukemického genu BCR/ABL, jenZ hraje u CML
kli¢ovou roli, ale brani v uplatnéni jeho G€inku na proteinové urovni.(Obr. 7) (Faber E.,

2005)
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Obr. 7: Mechanismus G¢inku imatinibu. (Faber E., 2005)

2.2.2.Farmakologickeé vlastnosti a metabolismus IM

Ve studii vlastnosti IM u skupiny zdravych dobrovolnik po davce 239 mg IM
podané oralné dosahla koncentrace IM a jeho hlavniho demethylovaného metabolitu
CGP74588 maximalni hodnoty 1 — 2 hodiny po uziti. IM a jeho metabolity jsou pfitomny
prevazneé v plasmeé (77 %), zbytkova Cast je distribuovana do erytrocytl. Biologicky
polocas eliminace je 13,5 hodiny. Odbourani (clearance) IM v plasmé odpovida asi 4,2
(ml/min)/kg. Farmakokinetické viastnosti se po pravidelném uzivani Iéku neméni,
rovnovazného stavu je dosazeno pfiblizné po mésici pravidelného uzivani. (Gschwind
H.P. et al, 2005)

Velky vliv na farmakokinetické vlastnosti ma rovnéz vazba IM na plasmatické
proteiny, zejména na albumin. Pfimym méfenim koncentrace radioaktivné zna¢eného
pFipravku v plasmé byla jasné dokazéana vysoka vazebna afinita IM také k a;-kyselému
glykoproteinu. Velmi dulezita je rovnéz vazba jeho hlavniho demethylovaného
metabolitu kvuli jeho farmakologické aktivité. Data ze studii zobrazuji velmi podobnou
charakteristiku jako u IM. (Kretz O. et al, 2004)

Hlavnim zpusobem odbouravani IM je oxidativni metabolismus. Prvni faze zahrnuje

N-demethylaci (vznik CGP74588), oxidace piperazinového cyklu s tvorbou laktamu
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(APG049, APG050, M29.6 a M28.8), pipeazin-N-4 oxidace (CGP71422), pyridin N -
oxidace (CGP72383) a benzylova hydroxylace (AFN911). Mimo to byla sledovana
ztrata piperazinové €asti oxidativni deaminaci a dal$i rychld oxidace meziproduktového
aldehydu na pfislusnou karboxylovou kyselinu M42.2. Studie metabolismu in vitro
s lidskymi jaternimi mikrosomy ukézaly, Ze IM je katalyzovan hlavné cytochromem
P450, zejména izoenzymem CYP3A4, tudiz je odbouravani IM v lidském téle ve velké
mife zavislé pravé na tomto jaternim enzymu. Druhé& faze metabolické drahy zahrnuje
pfimou konjugaci IM a N-demethylovaného metabolitu s glukuronovou kyselinou
(M21.0 a M20.0a). (Obr. 8, 9)

Latky se z téla vylu€uji z 80 % stolici a moci. Asi 23 % latky se vylougi stolici
v pavodni formé, coz mize byt spojeno s a) biliarni exkreci IM, b) nestabilnimi
meziprodukty, které mohou byt zpétné pfeménény na IM (N-oxidy, glukuronidy) a/nebo
c) s imatinibem spojenymi komponenty vylu€ovanymi pfes gastrointestinalni sténu
obchazejici Zlu€ovou cestu. Celkové odbourani je dosazeno zpravidla do tfi tydnl po
podané davce. (Gschwind H.P. et al, 2005)
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(AFN911) ) ] )
Deaminace + oxidace na karboxylovou kyselinu
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2.2.3.Klinické studie

V klinickych studiich, které probihaly od konce 90. let 20. stol., se imatinib ukazal
jako velmi Uuspésny novy prostfedek k 1éEbé do té doby tézko IéCitelné choroby. V 1éEbé
pacientl v blastickém zvratu CML, jehoZz median preziti je 3 - 6 mésicq, je
zaznamenana mensi a kratkodoba ucinnost IM. Hematologické remise dosahlo pouze
26 - 55 % pacientq, velka cytogeneticka odpovéd (pokles zastoupeni klonu Ph+ pod 35
% vySetfenych bunék) byla dosazena pouze u 11 - 14 % nemocnych. V naprosté
vétsiné pfipadl ovSem vznika rezistence na lécbu, tudiz je IM indikovan vyhradné
k optimalizaci pfipravy k provedeni alogenni transplantaci krvetvornych bunék.

Lepsich vysledkd bylo dosazeno v [éEbé pacientl v akcelerované fazi Ph+ CML.
CHR byla dosazena u 39 % pacientt, CCyR u 17 % nemocnych. Rovnéz byla
prokazana vyssi ucinnost 1é¢by pfi vy$§Sim davkovani Iéku (400 vs. 600 mg denné).

Dalsi studie byly provadény u pacientl v chronické fazi CML s hematologickou a
cytogenetickou rezistenci na interferon-a nebo s jeho nesnasenlivosti.
pacientl s CML, byla prospektivni randomizovana studie IRIS (International
Randomized Study of Interferon and STI1571). Byl srovnavan IM v davce 400 mg/den
s kombinovanou Ié¢bou interferon-a a cytarabin (Ara-C). V obou studiich bylo
hodnoceno 553 pacientd a dosazené vysledky jednoznacéné potvrdily pfednosti IM
(Obr. 10). Pravdépodobnost dosazeni velké cytogenetické remise po 18 mésicich byla
87 % vs. 35 %, pravdépodobnost preziti bez progrese po 18 mésicich byla 96,7 % vs.
91,5 %. Rovnéz byla prokazana lepsi kvalita zZivota u pacientt 1é¢enych IM. Celkova
ucinnost a dobra snasenlivost 1é¢Eby se projevily i na podilu nemocnych pokracujicich
v inicialni [é¢bé (u IM 85,7 % a u interferonu 10,8 %) a podilu nemocnych, kterym bylo
umoznéno pfijit pfi nedc¢innosti na srovnavanou lécbu (57,5 % nemocnych ptvodné
léEenych interferonem preslo na l1éCbu IM, zatimco k opacné zméné doslo pouze u 2
%). Cytogeneticka odpovéd na molekularni drovni byla sledovana pomoci kvantitativni
PCR a byl zjistén pokles mnozstvi Ph+ bunék o vice nez 3 fady u 39 % nemocnych
léEenych IM a pouze u 2 % ve skupiné druhé. DalSim sledovanim pacientu bylo
potvrzeno pokracujici zlepSovani cytogenetické odpovédi (po 30 mésicich je
pravdépodobnost dosazeni CCyR 82 %, pravdépodobnost preziti bez navratu
onemocnéni 88 % a celkové preziti Cini 95 %). U malého procenta pacientli nemoc
nesla prokazat ani kvalitativni PCR, tudiz dosahli kompletni ,molekularné genetické

remise”.
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Obr. 10: Stupné odpoveédi po 12 mésicich lIécby IM jako Iékem prvni linie: CHR — 96 %;

majoritni CyR — 85 %; CCyR — 69 %. Po 60 mésicich Ié¢by byly pfislusné stupné odpovédi
nasledujici: 98 %, 92 % a 87 %. (Druker J.B. et al, 2006)

Kromé& hematologickych nezadoucich G¢inkud je IM obecné velmi dobfe snasen.
Nejcastéji se vyskytujici nezadouci U€inky souvisi s gastrointestinalnim traktem
(nevolnost, zalude¢ni dyspepsie, prujem), vnitinim prostfedim (otoky vicek, obliceje,
dolnich koncetin, retence tekutin), pohybovym aparatem (svalové kiece, bolesti svald,
kloubl a kosti) a imunitnim systémem (alergické kozni reakce, pruritus, zhorSeni
existujicich alergickych onemocnéni. Klinicky nejvyznamnéjSimi nezadoucimi ucinky
jsou hematologické — neutropenie a trombocytopenie. (Faber E., 2005; Druker J.B. et
al, 2006)
dlouhodobégjsim uzivani nebo pfi IéEbé pokrocilejSich stadii choroby. V téchto
pFipadech je potieba modifikovat 1éEbu bud zvySenim davky IM nebo jeho kombinaci
s jinymi prostfedky, uzivanim jinych tyrosinkinasovych inhibitort, alogenickou
transplantaci kmenovych bunék nebo jinymi investigativnimi zpasoby Iécby.

2.2.4.Priciny vzniku rezistence lécby na IM

Rezistence k IM muZe byt rozdélena na primarni, u které pacienti vykazuji
nedostate¢nou ucinnost tohoto TKI od zacatku terapie, a sekundarni (rovnéz zvana
,Ziskana rezistence"), ktera vznika az po prvotnim dosazeni urcitého stupné odpovédi
k IM trvajici rizné dlouhou dobu. Ziskana rezistence muze byt pfesné
charakterizovana v pfipadé ztraty majoritni CyR a CCyR. Rezistence muze byt déle

rozdélena na hematologickou (nedostate¢na normalizace poctu krevnich element
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v periferni krvi), cytogenetickou (pfetrvavani Ph chromosomu) a molekularni

(pretrvavani BCR/ABL1 transkriptu u RT-PCR). Dale je rezistence k imatinibu

definovana jako nedosazeni CHR do tfi mésicu, CR do Sesti mésicu, ¢aste¢né CyR do

dvanacti mésicu CCyR do 18 mésicl. (Tab. 1) Obecné Ize mechanismus rezistence

rozdélit do dvou hlavnich skupin: zavisly a nezavisly na Bcr/Abl. (Ramirez P. &
DiPersio J.F, 2008; Quitas-Cardama A. et al, 2009)

Tab. 1: Definice odpovédi na lIé¢bu (Ramirez P. & DiPersio J.F, 2008)

Odpovéd

Definice

Kompletni hematologicka (CHR)

WBC<10 x 10”/I s normalni diferenciaci, pocet trombocyti<450 x 107 1%
cirkulujicich nezralych bunék (skladajici se z metamyelocytd); zmizeni vSech

znakd a symptomd nemoci véetné hmatatelné splenomegalie

Caste&na hematologicka (PHR)

WBC 10-20 x 10°/I; normalni poéet WBC s >1% nezralych periferalnich bunék
(blasty, promyelocyty, myelocyty nebo metamyelocyty), hmatatelna
splenomegalie nebo pfitomnost dalSich pfiznakd choroby

Cytogeneticka (CyR)

Musi byt prozkoumano minimalné 20 metafaznich bunék kostni dfené

Majoritni 0 % Ph+ metafaznich bunék — kompletni (CCyR)
1-35 % Ph+ metafaznich bunék — parcialni
Minoritni 36-95 % Ph+ metafaznich bunék
Molekularni

Nedetekovatelny BCR/ABL

Majoritni

BCR/ABL transkript nedetekovany pomoci nested RT-PCR nebo pomér
[BCR/ABL)/ABL<0,001 %
Pomér [BCR/ABL]/ABL<0,1 % nebo >redukce 3 rady

Mechanismus rezistence zavisly na Bcr/Abl

Tento mechanismus je povazovan za nejCastéjsi davod pro rozvoj rezistence.
NejCastéji se jedna o vznik bodovych mutaci v Abl kinasové doméné fuzniho proteinu
Bcer/Abl, které zabranuji vazbé IM (Obr. 11). Tyto mutace mohou byt rozdéleny do dvou
skupin. Prvni skupina zahrnuje mutace, které brani kontaktu mezi Bcr/Abl a IM.
Substituci jednoho z pfiblizné 20 residui Abl-kinasové domény zahrnutych ve vazbé IM
muze vyustit v redukovanou afinitu pro vazbu IM nebo sterickou inhibici vazby. Druha
skupina zahrnuje mutace, které méni prostorové uspofadani proteinu a vétsinou
zpUsobuje pfechod z inaktivniho do aktivniho stavu. Struktura BCR/ABL obsahuje 2
flexibilni klickové struktury: vazebnou kli€ku pro fosfat z ATP a aktivaéni klicku, které
ma specifické usporadani v inaktivni konformaci Bcr/Abl a ktera stabilizuje tuto
strukturu. Krystalografické studie ukazaly vysokou selektivitu a a€innost IM kvili jeho
schopnosti vazat se a uzamknout Bcr/Abl v jeho inaktivni, auto-inhibované konformaci.
Proto mutace v téchto klickach destabilizuji jejich usporadani tak, ze kinasova doména

-27 -




nemuze zaujmout inaktivni konformaci potfebnou pro vazbu IM. (Kantarjian H.M. et al,
2006; Ramirez P. & DiPersio J.F, 2008)

Konkrétné miazeme mutace rozdélit jesté podrobnéji do 4 skupin, a to podle mista,
kde se vyskytuji. Prvni skupina mutaci (G250E, Q252R, Y253F/H, E255K/V) zahrnuje
aminokyseliny, které tvofi vazebnou kli¢ku pro fosfat z ATP (rovnéz znama jako P-
klicka). Druhd skupina (V289A, F311L, T315l, F317L) se nachazi ve vazebném misté
pro IM a interaguje pfimo s inhibitory pfes vodikové muistky nebo Van der Waalsovy
interakce. Treti skupina mutaci (M351T, E355QG) se shlukuje v uzaviené blizkosti
katalytické domény. Ctvrta skupina (H396R/P) je lokalizovana v aktivaéni kli¢ce, jejiz
konformace je molekularnim vypinaéem kontrolujicim kinasovou aktivaci ¢i inaktivaci.
(Martinelli G. et al, 2005).

Pfidavny mechanismus rezistence zavisly na Bcr/Abl zahrnuje zvySenou amplifikaci
a expresi genu BCR/ABL. Pokud se zvySuje pocet Ph pozitivhich chromosomd,
dochazi k riistu exprese proteinu p2108°"*8-y burkach a Gginnost IM tudiz vyrazné
klesa.

Dal8i zprostfedkovatel rezistence na IM je plasmaticky a-1-kysely glykoprotein
(AGP), ktery vede ke sniZeni intracelularni koncentrace léku vazajiciho se na tento
protein ve fyziologické koncentraci a vyustujici v redukované inhibici Abl kinasy. Mira
inhibice je zavisla na davkovani leku.

Mimoto je IM substrat nékolika proteint od€erpavajicich latky z bunék, a to v€etné
P-glykoproteinové pumpy (P-gp). In vitro studie demonstruji, Ze zvy$ena exprese
tohoto proteinu vede ke vzniku rezistence. (Frame D., 2007; Ramirez P. & DiPersio
J.F, 2008)
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Obr. 11: a) Grafické zndzornéni onkogenicky aktivovaného receptoru tyrosinkinasy. b)
Inhibice onkogenicky aktivované kinasy malou molekulou inhibitoru (KI) c) Rezistence k inhibici
malou molekulou diky mutaci, ktera prerusuje rozhodujici vodikové vazby mezi inhibitorem
kinasy a receptorem tyrosinkinasy, ktery ma objemny postranni fetézec interagujici s vazebnym
mistem. (Rubin B.P. & Duensing A., 2006)

Mechanismus rezistence nezavisly na Bcr/Abl

Ackoliv mechanismus zavisly na Bcr/Abl je primérné zodpovédny za rozvoj
sekundarni (ziskané) rezistence v chronicke fazi CML, existuje fada nezavislych
mechanismu vyustujicich ve vyvoj této rezistence.

Jednim z téchto mechanism je konstitutivni aktivace molekul U¢astnicich se
signalnich drah, jeZ maji za nasledek aktivaci drah bez ohledu na inhibici Bcr/Abl a
zapfiCinujici vznik rezistence. Jako priklad |ze uvést kinasy rodiny Src (SFKs), u
kterych bylo prokazana regulace proliferace a pfezivani bunék a majici rovnéz za
nasledek rozvoj pozdéjSich stadii CML.

Dal8i studie prokazaly, Ze u buné&nych linii CML vykazujici rezistenci na IM
nezavislou na Bcr/Abl se objevuje zvySena exprese Lyn a Hck. Mimoto koinhibice
Bcr/Abl a SFKs prokazala navozeni zvySené apoptotické odpovédi. Je zde zjevné silné
logické oduvodnéni pro uzivani dudlnich inhibitord pfi [é€bé pacientd s CML rezistentni
na IM. (Ramirez P. & DiPersio J.F, 2008)
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Jedna strategie 1éCby pacientd rezistentnich k IM se zaméfuje na zvySeni jeho

davky. Data podporujici tuto hypotézu se skladaji ze srovnani péti nezavislych studii.

Stupné odpovédi jsou znazornény v tabulce. (Tab. 2)

Tab. 2: Stupné odpovédi pacientt s nové diagnostikovanou chronickou fazi CML

(Frame D., 2007)

Odpovéed

Pacienti (n)
Cas sledovani
(mésice)
CHR (%)
MCR (%)
CCyR (%)
MMR (%)
CMR (%)
Neutropenie 3. a
4. stupné (%)

Trombocytopenie
3. a 4. stupné (%)

IM+
IM + nizka IM + vysoka .
pegylovany

davka Ara-C davka Ara-C .

interferon-a

30 127 76

12 18 12

100 nezaznamenano 97

83 83 83

70 67 70

nezaznamenano 51 47

2/15 28 14

27 nezaznamenano 63

37 nezaznamenano 28

Vysoka
davka IM

114
12

98
96
95
60

26

36

25

Standardni
davka IM

114

18

96

87

76

39

4

14

Dal8i moznost v |é€bé pacientl rezistentnich na IM je podavani tyrosinkinasovych

inhibitort druhé generace — dasatinibu a nilotinibu. V prvnim pfipadé se v klinické studii

porovnaval ucinek dasatinibu (70mg/den) proti IM (800 mg/den). U dasatinibu byla
z 92 % dosazena CHR a z 35 % CCyR. Oproti tomu u IM doséhlo CHR ,jen" 82 % a
CCyR 16 %. U pacientt s dfivejsi zadnou cytogenetickou odpovédi jich 44 % dosahlo

majoritni CyR, u IM to bylo jen 7%. Tyto vysledky jasné& naznaduiji, Ze dasatinib je

k lé¢bé rezistentni CML mnohem vhodnéjSi nez zvySeni davky IM. V klinické studii

Ucinku nilotinibu u pacientu rezistentnich na IM byla pouzita stupriujici se davka

nilotinibu v rozsahu 50 mg, 100 mg, 200 mg, 400 mg 600 mg, 800 mg a 1200 mg

jednou denné a 400 mg nebo 600 mg dvakrat denné. Pacienti v blastické fazi dosahli

z 39 % hematologické remise a 27 % cytogenetické remise; u akcelerované faze byly

vysledky povzbudivéjsi: 72 % HR a 48 % CyR. Nejlepsi vysledky byly dosazeny u

chronické faze, kdy 11 ze 12 pacientt dosahlo CHR. Lék mél rovnéz relativné pfiznivy
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bezpec&nostni profil, proto je dnes pouzivan jako jedna z alternativ |€Cby rezistentni na
IM. (Kantarjian H. et al, 2006)

2.2.5.Vyznam stanoveni hladiny imatinibu v télnich tekutinach

Stanoveni Ié¢ebné davky IM je problematické, podobné jako bakterialni rezistence
k antibiotikim, protoZe rezistentni CML mutace mohou byt selektivni a rychle se Sifici.
Nové generovana data naznacuji, ze hladina IM ur€uje stupen cytologické a
molekularni odpovédi. Monitorovani hladiny IM je velmi uzitecné, ale jen malo
laboratofi je schopno toto méfeni vykonavat, zejména kvali naroéné instrumentaci a
vysokym finanénim nakladdm. Proménna odpovéd na lécbu IM mdize byt zplsobena
buné&nym mechanismem rezistence k IM, jako napf. mutacemi v kinasové doméné
Ber/Abl, amplifikaci genu BCR/ABL, zvySenou expresi Src kinas, vylu€ovanim léku
prostfednictvim P-gykoproteinové pumpy apod. Dal$i hypotéza vysvétlujici proménnou
odpovéd se opira o farmakokinetickou variabilitu. Nizké plasmatické hladiny IM mohou
signalizovat neucinny rezim léku, nedostate¢né dosazeni CCyR a MMR.

V jedné ze studii bylo zkoumano 68 pacientt, z nichz 50 bylo v chronické fazi na
terapii 400 mg/den a 18 v akcelerované fazi s davkou 600 mg IM/den. Primérné
plasmatické hladiny byly velmi proménné v rozmezi 181-2947 ng/ml, stfedni hodnota
pro davku 400 mg byla 10581557 ng/ml a pro 600 mg 1444+710 ng/ml. Tato interni
variabilita maze byt multifaktorialni a zahrnujici rdzné faktory jako geneticky
polymorfismus, enviromentalni faktory, doprovodné nemoci nebo doprovodné
podavané léky. Tyto faktory mohou byt zahrnuty ve farmakokinetice IM: absorpce,
distribuce, metabolismus nebo exkrece. Role transportért odcerpavajicich latky
z bunky, jako napf. P-glykoproteinova pumpa (ABCB1) nebo transportér organickych
kationt (hOCT1), rovnéz nemuze byt vylou€ena, ale jejich role je vyznamna pfevazné
v modifikaci intracelularni koncentrace latky. Pacienti byli roz&lenéni do skupin podle
dosazeni MMR (n=34) a CCyR (n=56) a bez dosazeni MMR (n=34) a CCyR (n=12).
Pramérné plasmatické hladiny byly vyznamné vy$Si ve skupiné pacientd s MMR
(1452,1£649,1 ng/ml) a CCyR (1123+617 ng/ml) nez u pacientt bez MMR
(869,3+427,5 ng/ml) a bez CCyR (694+556 ng/ml). Byla nalezena vyznamn@ korelace
mezi hladinou imatinibu a stupném odpoveédi. (Picard S. et al, 2007)

Dalsi studie (IRIS) ukéazala, ze primérnd plasmaticka hladina IM byla vyznamné
vysS8i u pacientd, ktefi dosahli CCyR 1009 ng/ml vs. 812 ng/ml. Krevni vzorky byly
obdrzeny od 551 pacientt s CML prvni den od zapoceti |éCby (odebrané primérné 24
hodin od prvni podané davky) a poté 29. den po ustéleni plasmatické hladiny. Stupné
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molekularni odpovédi po jednom roce ukazaly, Ze jen 25 % pacientl s hladinami

<647 ng/ml dosahlo molekularni odpovédi, zatimco u pacientd s hladinami >647 ng/mil
hladinami oproti 80 % pacientu s hladinami vy$Simi. Kazdy z téchto pacientl dostaval
IM v davce 400 mg, ale jejich hladiny v plasmé byly vyznamné variabilni, tak jako jejich
odpovédi. (Frame D., 2007)

2.2.6.Metody stanoveni IM

Imatinib se stanovuje v télnich tekutindch rdznymi separa¢nimi technikami (HPLC,
HPCE). K nejrozsifenéjSim patfi kapalinova chromatografie ve spojeni s UV detekci
nebo tandemovou hmotnostni spektrometrii. Vyuziva se obvykle systém reverznich
fazi na kratkych C18 kolonach, IM je eluovan mobilni fazi obsahujici kombinaci kysely
pufr / MeOH nebo AcCN. Pro ionizaci v hmotnostnim spektrometru se pouziva
nejcastéji elektrosprejova ionizace v pozitivnim médu a latky se detekuji v MRM
(multiple reaction monitoring) rezimu (Titier K. et al, 2005; Parise R.A. et al., 2003). Pro
kvantifikaci se vyuziva metody isotopového ziedovani nebo interniho standardu, napf.
deuterovany imatinib, chinoxalin, klozapin (De Francia S. et al., 2009; Titier K. et al,
2005; Parise R.A. et al., 2003 ). Vzhledem k podobnym strukturnim viastnostem
ostatnich TKI byly vyvinuty metody pro simultanni stanoveni nilotinibu, dasatinibu,
sunitinibu, sorafenibu a lapatinibu (Haouala A. et al, 2009; De Francia S. et al., 2009).
V soucasnosti ma diagnosticky vyznam stanoveni IM v krevnim séru nebo plasmé,
moci a kostni dfeni (Rodriguez-Flores J. et al., 2005; Kutsev S., 2009).

Pro stanoveni IM v plasmé byla také vyvinuta metoda vyuzivajici HPLC s UV
detekci, kdy je plasma adovana klozapinem jako internim standardem zfedéna vodou a
extrahovana pevnou fazi na koloné C18. Poté jsou komponenty matrix eluovany
2000 pl vody, imatinib je eluovan 3x500 ul methanolu; 50 ul objemu je zavedeno na
Nucleosil 100-5 ym C18 AB kolonu. Imatinib je analyzovan pomoci gradient-eluéniho
programu s rozpoustéci smeési skladajici se z methanolu a vody, kdy obé slozky
obsahuji 0,05% octanu amonného. IM je detekovan pomoci UV pfi 261 nm. (Widmer N.
et al, 2004)

Dal&i technikou pro stanoveni IM a jeho hlavniho metabolitu je kapilarni z6nova
elektroforeza (CZE), kdy byla pro stanoveni pouzita lidska mo¢. Analyza byla
provedena na pfistroji Beckman P/ACE s detektorem diodového pole, kdy tavena

kfemennd kapilara méla rozméry 75 um |.D. x 60cm celkova délka, 10 cm efektivni
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délka. Separace byla provedena pfi napéti 25 kV a teploté 25 °C. Jako elektrolyt byl
pouzit 100 mM fosfatovy pufr, jehoz pH bylo upraveno na hodnotu pH = 2 pomoci
triethanolaminu. (Rodriguez-Flores J. et al, 2003)

Déle byla pro stanoveni IM v lidské moci aplikovana nevodna kapilarni
elektroforeza (NACE). Zakladni separace byla provedena pomoci bezvodého pufru o
slozeni: 12 mM octan amonny a 87,6 mM kyselina octova v roztoku methanol-
acetonitril (80:20, V:V). Analyza byla provedena na pfistroji Beckman P/ACE 5510
s detektorem diodového pole. Tavend kiemenna kapilara méla celkovou délku 37 cm a
efektivni délku 30 cm. (Rodriguez-Flores J. et al, 2005)

2.3. Hmotnostni spektrometrie

2.3.1.Uvod

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemicka technika pro ur€ovani hmot
volnych molekul a jejich €asti, jez je tfeba k tomu Ucelu prevést na kladné nebo
zaporné ionty. Hmotnostni spektrometr je pak iontové optické zafizeni, které ze smési
plynnych molekul, jejich nenabitych fragmentl a iontd separuje nabité ¢astice podle
jejich efektivnich hmotnosti m/z, umoznuje stanovit hodnotu této hmotnosti, udat
relativni zastoupeni iont jedné hmotnosti z celkového mnozstvi iontd a molekul
obsazenych ve smési a zjistit relace mezi jednotlivymi ionty. B€hem prevadéni molekul
na ionty vznikaji nejen ionty celych molekul, a to jak s ndbojem, tak i bez ného.
Registraci molekularnich a fragmentovych iontl se ziska zaznam, ktery je
charakteristicky pro danou latku, podle typu ionizace podava cenné informace o jeji
struktufe a na jeho zakladé Ize zpravidla strukturu méfené latky odvodit nebo potvrdit.
Tato destruktivni metoda ma velkou vyhodu v minimalni spotfebé vzorku a vysoké
citlivosti, coz ji fadi na jedno z nejpfednéjSich mist v pouzivanych analytickych
technikach. (Ubik K., 2000)

2.3.2.Instrumentace

Hmotnostni spektrometr obsahuje zpravidla iontovy zdroj, hmotnostni analyzator,
detektor a vyhodnocovaci zafizeni. (Obr. 12)
Vzorek je pfivadén do iontového zdroje, ktery vytvari ionty, jez se v iontové
optickém systému fokusuji na Uzky svazek, urychluji a ,injekuji“ do analyzatoru. lonty
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jsou separovany jednim nebo vice analyzatory, jez mohou byt tvofeny elektrickymi i
magnetickymi poli, nebo je separace zalozena na rozdilné rychlosti iontu.

Hmotnostni spektrometr pracuje za velmi nizkych tlakd pfi 10° az 10° Pa
predevS§im z toho divodu, Ze vznikajici ionty musi pfekonat urcitou vzdalenost, nez
jsou detekovany a je tedy tfeba, aby mély dostatec¢né dlouhou stfedni volnou drahu a
nedochéazelo k jejich ztraté srdzkami s neutralnimi molekulami. (Ubik K., 2000; Klouda
P., 2003)

Posledni ¢asti hmotnostniho spektrometru je detektor pro zaznam iontového
proudu, k Eemuz slouzi elektronovy nasobic s diskrétni nebo kontinualni dynodou,
nebo také scintilacni fotonasobi€. Pro sektorové pristroje je mozno pouzit i detektor
diodového pole.

Vzorek Spektrum
l i
lontovy Hmotnostni
zdroj > analyzator | > Detektor
Zdroj vakua

Obr 12: Obecné schéma hmotnostniho spektrometru.

2.3.3.loniza¢ni techniky

V soucCasné dobé maji nejvétsi prakticky vyznam ionizace za atmosferického
tlaku, kam Fadime ionizaci elektrosprejem (ESI), chemickou ionizaci za atmosferického
tlaku (APCI) a fotoionizaci za atmosferického tlaku (APPI) pro spojeni HPLC/MS a
ionizaci laserem za pritomnosti matrice (MALDI) pro analyzu biomolekul. Tyto ioniza¢ni
techniky (ESI, APCI a APPI) pracuji za atmosferického tlaku a znamenaji prilom
v feSeni spojeni HPLC-MS, ktera je dnes diky ESI/APCI rutinni a spolehlivd analyticka
technika s velkym potencialem v fadé oboru.

lonizaéni techniku volime podle nékolika hledisek, napfiklad podle t€kavosti
(souvisi s polaritou a Mr), molekulové hmotnosti, tepelné stability latky, Cistoty latky
apod. (http://holcapek.upce.cz/teaching.htm; Ubik K., 2000)

V nasich experimentech jsme pouzivali ionizaci elektrosprejem, proto se jejimu

popisu budu vénovat blize.
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» lonizace elektrosprejem (Electrospray ionization, ESI)

lonizace elektrosprejem se stala popularni od doby, kdy Dr. John Bennett Fenn
ukézal moznost vicendsobného nabiti biomakromolekul (proteinud), coZz umoznilo jejich
stanoveni pomoci pfistroja majicich limitovany hmotnostni rozsah. Za vyvinuti ESI pro
analyzu biomakromolekul byl Dr. Fenn v roce 2002 ocenén Nobelovou cenou za
chemii. (De Hoffmann E. & Stroobant V., 2008)

Pfi ESI je analyt rozpustény ve vhodném eluentu pfiveden kovovou kapilarou, na
kterou je vloZzeno vysoké elektrické napéti. Pomoci zmlzujiciho plynu je eluent
s analytem na vystupu z kapilary rozprasen za vzniku kapicek, které na svém povrchu
nesou velké mnozstvi naboju. Odparovanim rozpoustédla dochazi ke zvySeni hustoty
povrchového naboje, pfi dosazeni kritické hodnoty dochazi k tzv. Coulombické explozi
(rozpad na jesté mensi kapicky s rozdélenim pavodnich nabojd). Opakovéani tohoto
procesu vede az k uvolnéni kvazimolekularnich ionta. (Obr. 13)
(http://holcapek.upce.cz/teaching.htm; De Hoffmann E. & Stroobant V., 2008)

Prvnim krokem mechanismu ESI je tedy zmlZeni roztoku vzorku na malé
elektricky nabité kapicky, jejichZ tvorba zavisi na sloZeni a pratoku eluentu, obsahu a
koncentraci aditiv (zejména iontovych a povrchové aktivnich latek), praméru a
geometrii kapilary, zmlzujicim plynu (typ, prutok, teplota) a analytu (koncentrace,
struktura). V druhém kroku dochazi k uvolnéni iontl z kapi¢ek podle dvou modelu:
vypafeni iontd (ion evaporation) a zbytkového naboje (charge residue). Zakladem
tfetiho kroku je transport iontl z atmosferické oblasti zdroje do vakua a hmotnostniho
analyzatoru. Pfi vstupu do vakua dochazi k velkému ochlazeni iontd a nezadouci
tvorbé klastra, Eemuz Ize zabranit nékterymi preventivnimi opatfenimi, jako napfiklad
pouziti protiproudu dusiku jako suSiciho plynu, kdy teplota a prutok plynu se voli dle
pratoku a sloZzeni mobilni faze. Dochazi k odstranéni vodnich par a dalSich neutrélnich
molekul z transportni ¢asti vakuového systému. Jako dalS$i opatfeni Ize zvolit vyhrati
iontového zdroje, kdy vzniklé ionty zUstanou dostatecné teplé i po expanzi do vakua,
aby nemohlo dojit ke vzniku klastra. (http://holcapek.upce.cz/teaching.htm)
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Evaporacni
Kapilara komora

Obr. 13: Princip ionizace elektrosprejem.

(http://'www.magnet.fsu.edu/education/tutorials/tools/images/ionization_esi.jpg)

Hlavni vyhodou ESI je univerzalni pouZiti pro Siroké pole analytd, problém neni
ani termalni nestabilita a tékavost, dochazi k minimalni fragmentaci molekularniho
iontu a jednou z nejvyznamnéjSich vlastnosti je skutecnost, ze mize generovat adici
nebo subtrakci protonl vicendsobné nabité ionty sloucenin, které maji vice
potencialnich ndbojovych center (peptidy, oligonukleotidy). V pfipadé zapornych iontl
nebyvéa ubytek protonl tak vyznamny (3-8), ale u kladnych iontl jdou adice protont do
desitek. Jako vysledek méfeni se potom zisk& spektrum pouze kvazimolekularnich
iontd s riznym poctem nabojl. Toto zjisténi znamenalo velky prdlom do hmotnostni
spektrometrie velkych molekul. Uk&zalo se, ze s pomérné jednoduchym a
nenakladnym zafizenim, jako je kvadrupolovy spektrometr nebo iontova past s
rozsahem hmot do 2000 Da, Ize s pfesnosti = 2 Da stanovit molekularni hmotu i latek
s velikosti molekuly nékolik desitek tisic Da. (Ubik K., 2000)

V posledni dobé se €asto pouziva modifikace pomoci nanoelektrospreje, kdy
prutoky dosahuiji jednotek az stovek nl/min. Oproti klasickému ESI se nepouziva
zmlzujici plyn, jsou nizsi teploty susiciho plynu, konce sprejujici kapilary jsou specialné
adjustovany pomoci mikrometrickych Sroubt a mikroskopu, obvykle se sprejuje pfimo
proti vstupni kapilafe do analyzatoru ve vzdalenosti 1 —2 mm. Pouzivaji se specialni
kovoveé Spicky kapilary vytazené do velmi uzkého konce (pramér 5 — 10 um) pro
dosazeni stabilniho spreje. Tato technika ma mnoho vyhod, jako napfiklad extrémné
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nizkou spotfebu vzorku, vysokou koncentraéni citlivost, vy$Si toleranci vaci obsahu soli
v roztoku, coZ snizuje naroky na Upravu vzorku pfed analyzou.

Nanosprej Ize pouzit v uspofadani off-line, kdy se rozpustény vzorek Cerpa
infuzni pumpou, nebo on-line, a to ve spojeni CE/MS nebo kapilarni LC/MS.

wviv s

robustni. (http://holcapek.upce.cz/teaching.htm)

2.3.4.Hmotnostni analyzatory

Z iontového zdroje vystupuje smés obsahuijici ionty rGznych hmot m nesoucich
jeden i vice ndboju z a je tfeba je pred detekci rozseparovat. K rozliSeni iontd podle
jejich u€innych hmot m/z slouzi hmotnostni analyzatory a kvalita rozliSeni se udava
jako rozliSovaci schopnost (RP — resolving power) pfistroje, jiz je mozno definovat
dvéma zplsoby:

Prvni definice udava rozliSovaci schopnost jako pomér a¢inné hmoty iontd
tvoficich pik k Sifce tohoto piku v poloviné jeho vysky (FWHM — full width at half
maximum)

RP =m/Am

Druhd definice udava rozliSovaci schopnost pomér hmotnosti iontu m1 a rozdilu
iontd m71 a m2 s jednotkovym nabojem, pfi¢emz oba piky musi byt stejné vysoké, adoli
mezi piky je 10 % (prekryvaji se z 10%) a maji jednotkovy naboj.

RP =m1/(m2-m1)
Separace iontd podle poméru m/z Ize dosahnout na zékladé riznych fyzikalnich

principd:

1) zakfiveni drahy letu iontd v magnetickém (nebo elektrickém) poli —
magnetické analyzatory

2) rlizna stabilita oscilaci iontl ve dvoj- nebo trojrozmérné kombinaci
stejnosmérného a vysokofrekvenéniho stfidavého napéti — kvadrupdly
a iontové pasti

3) rizna doba letu iontd v oblasti bez pole - analyzatory doby letu

4) rizné absorpce energie pfi cykloidalnim pohybu iontd

v kombinovaném magnetickém a elektrickém poli — iontova

cyklotronovéa rezonance
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Pfesnost uréeni hodnoty m/z (Mass Accuracy) je bezrozmérna veli€ina
vyjadifena v ppm a je definovana jako relativni rozdil mezi experimentalné ziskanou

hodnotou a teoreticky vypoctenou hmotnosti vztazenou k teoretické hmotnosti.

PFesnost uréeni m/z = (M/z)exp.— (M/Z)te0r *10°

(M/Z)reor
Vysoka presnost uréeni hmoty umoznuje uréeni elementarniho slozeni iontu. Jako
naprosté minimum pro moznost uréeni elementérniho slozeni se uvadi pfesnost 5 ppm
s externi kalibraci hmotnostni stupnice. (http://holcapek.upce.cz/teaching.htm, Ubik K.,
2000)

Typy analyzator:

> Magneticky analyzator s jednoduchou fokusaci iontt

Jedna se o jednoduchou fokusaci, protoze pfistroj ma pred detekci pouze jeden
magneticky analyzator.
lonty s ndbojem z vznikajici v iontovém zdroji jsou pfi svém vystupu z tohoto
zdroje urychleny potencialem (urychlovacim napétim) V a ziskavaji tak kinetickou
energii mv?/2:
zV = mv?/2
kde m je hmota iontu (ne G¢€inna) a v jeho rychlost. Pfi prachodu magnetickym polem

v v v

dojde k vétSimu zakfiveni drahy iontd s niz§i hodnotou m/z (drahy tézSich iontl se tolik
nezakfivi kvuli vétsi odstredivé sile téZ8iho iontu). Po vstupu do magnetického pole
indukce B sektorového magnetu pasobi na ion s ndbojem z a rychlosti v dostfediva sila
Bzv, ktera je v rovnovaze s odstfedivou silou mv?/r, kde r je polomér drahy iontu, takze
plati:

B.z.v=m.v/r
z ehoz Ize odvodit zakladni rovnici pro magneticky analyzator:

m/z = B2.r?/2.V
Plynulou zménou (tzv. skenovanim) B (magnetické skenovani) nebo V (potencialove
skenovani) pfi konstantnim poloméru r danym pro pouzity pristroj projdou vystupni
Stérbinou na detektor postupné vSechny ionty a zaznamenaji se intenzity iontd pro
jednotlivé m/z, €imz ziskdme hmotnostni spektrum.
(http://holcapek.upce.cz/teaching.htm; Ubik K., 2000)
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> Elekirostaticky (elektricky) analyzator

lonty vznikaji v rznych mistech iontového zdroje, a proto maji rdznou energii.
Fokusaci iontd podle energie zabezpecuje elektrostaticky analyzator, ktery si Ize
predstavit jako kondenzator se zakfivenymi plochami. Jak jiz bylo zminéno vyse, ionty
opoustéji iontovy zdroj s kinetickou energii zV = mv#/2. V elektrickém analyzatoru na
tyto ionty ptisobi odstfediva sila mv?/r, ktera je v rovnovaze s dostiedivou silou zE,
takze:

mv/r = zE
kde E je intenzita elektrického pole. Reenim rovnic se ziska vztah pro polomér
zakfiveni trajektorie v elektrickém poli:
R=2V/E

Z rovnice vyplyva, Ze fokusace iontl v elektrickém poli nezavisi na poméru m/z, ale
pouze na jejich kinetické energii. To znamena, Ze pfi udrzovani konstantni intenzity
elektrického pole se fokusace v elektrickém analyzatoru uskute€nuje vzhledem
k odpovidajicim energiim postupného pohybu iontl a z analyzatoru vychazi
monoenergeticky iontovy svazek, pfi¢emz ionty s jinou hodnotou energie se zachyti na

sténach elektrického analyzatoru. (http://holcapek.upce.cz/teaching.htm, Ubik K., 2000)

> Kvadrupolovy analyzator

Kvadrupolovy hmotnostni filtr je dynamicky analyzator, u néhoz je separace
iontd dosazeno jejich pradchodem mezi ¢tyfmi kovovymi ty€emi kruhového i
hyperbolického prafezu a o délce 20-30 cm, na dvé protilehlé je vloZzeno kladné
stejnosmérné napéti, na zbyvajici dvé zaporné stejnosmérné napéti, na vSechny je
superponovano vysokofrekvenéni stfidavé napéti, pro pary tyci tedy plati:

F.=+(U-V.coswt) aF. =-(U-V.coswt)
kde F, a F. je potencial vloZzeny na protilehlé dvojice ty¢i, w je angularni frekvence
[rad/s] = 2INv, U je stejnosmérné napéti, V je amplituda stfidavého napéti.
F, = m.d®>/dt?, F, = m.d%/dt?,
Odvozenim ziskame Mathieuovu rovnici stability
a, = ay = -a, = (8zeU)/(Mw?ry’), qy = Qx = -qy = (4zeV)/(mw?ry?),
Z ¢ehoz odvodime vztah pro U, V:
U = a,.m/z.( w’re?)/8e, V = q..m/z.(W’r?)/4e

Princip kvadrupolu spoc¢iva v pfivedeni iontu do stfedu osy kvadrupolu a jeho
naslednou oscilaci, kdy v dany ¢asovy okamzik pro ur€ity pomér U/V jsou oscilace
stabilni pro ion s ur€itou hodnotou m/z, ktery projde kvadrupolem a dostane se na
detektor. VSechny ostatni ionty jsou zachyceny na ty&ich kvadrupolu, plynulou zménou
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(skenovanim) hodnot stejnosmérného napéti U a amplitudy V, kdy jejich pomér ovSem
zustava konstantni, jsou postupné propoustény vSechny ionty na detektor.

» lontovd past

Stejné jako kvadrupol patfi i iontova past do kategorie dynamickych hmotovych
spektrometrd. Je to v podstaté trojrozmérny kvadrupol, u néhoz Ize pohyb iontl popsat
podobnymi rovnicemi jako u kvadrupolu.

lontova past se sklada z prstencové stfedni elektrody s hyperbolickym
prufezem a dvou kruhovych elektrod rovnéz s hyperbolickym prafezem, které prstenec
volné uzaviraji. Horni a dolni elektroda jsou uzemnény a na stfedni prstenec se pfi
konstantni frekvenci pfivadi vysokofrekvenéni napéti s ménici se amplitudou. Na rozdil
od kvadrupolu se zde neuplatfiuje zadné stejnosmérné napéti.

V8echny ionty nad ur&itou hodnotu m/z odpovidajici amplitudé
vysokofrekven&niho napéti maji trajektorie, které je udrzuji uvnitf elekirod. Jestlize se
vysokofrekvendi amplituda zvySuje, potom se ionty s rostouci hmotou m/z postupné
stavaji nestabilni a jsou ejektovany z pasti (,nmotové selektivni nestabilita®).

Do pasti se otvorem v jedné z kruhovych elektrod davkuje puls elektrond, které
ionizuji plynny vzorek a nebo ionizace probiha mimo past a do pasti jsou injikovany
pfimo ionty. Prstencova elektroda je pfi tom udrZzovana na nizké hodnoté amplitudy,
aby zadrZela vSechny ionty, které se béhem ioniza¢niho procesu vytvorily.
Vysokofrekvenéni amplituda se potom skenuje smérem nahoru. Z pasti jsou timto
zpusobem do elektronového nasobice otvorem ve stfedu druhé kruhové elektrody
postupné vypuzovany ionty se vzrastajici hodnotou m/z. Tim, Ze je iontova past pfistroj
uchovavajici ionty (ion-storage device), je mozno po relativné dlouhou dobu
akumulovat i slabé signaly. Pokud je signal dostate¢né silny, je doba akumulace
signalu cca 10 ps, ale maze byt prodlouzena az na jednu sekundu. Typické akumulaéni
Casy pro zachyt iontd se pohybuiji pfiblizné od 0,01 do 200 ms v zavislosti na mnozstvi
privadénych iontd, doba excitace a kolize v pasti se pohybuje okolo 20 — 60 ms. Do
pasti se zavadi helium jako tzv. tlumici plyn o tlaku asi 5*10° Pa, protoZze tlumi oscilace
v ose z, ¢imz se dosahne vyznamného zvySeni RP a zlepSeni zachytu iontd. (Ubik K.,
2000)

» Analyzator doby letu

Praletovy analyzator rozdéluje ionty na zakladé doby letu. V iontovém zdroji se
periodicky vytvareji kratké pulsy iontl, které po urychleni potencialem V ziskavaji
kinetickou energii zV = mV%/2 a vstupuiji do analyzatorové trubice délky /, kde se méi
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&as jejich dopadu t. Tim se zjisti rychlost podle vztahu v = //t. Re§enim obou rovnic se
obdrzi rovnice pruletového hmotnostniho spektrometru:
m/z = 2VH/1P
ze které je zifejmé, Zze ¢im je ion leh&i, tim dfive dosahne kolektoru. RozliSovaci
schopnost pfistroju je zavisla na délce letové trubice a dalSich faktorech, u linearniho
TOF analyzatoru neni pfili§ vysoka (cca. 1000 — 3000), ale pouzitim dale uvedenych
technik Ize vyrazné zvysit RP az na 15 —25000.
a) analyzator doby letu s reflektronem (rTOF)
PouZiva se tzv. iontové zrcadlo neboli reflektron, ktery slouzi k vyrovnani
rznych kinetickych energii pro ionty se stejnou hodnotou m/z (pfi
ionizaci ziskaji ionty kinetickou energii s urcitou distribuci, coZ vede k
rozsifeni jejich pikd a tim ke zhor8eni RP).
b) opozdéna extrakce iontl (Delayed Extraction)
lonty jsou ze zdroje extrahovany s malym zpozdénim, ¢imz dojde diky
vzajemnym srazkam ke sjednoceni jejich kinetickych energii.

Ve srovnani s jinymi hmotnostnimi analyzatory ma TOF spektrometr nékolik
vyhod: rozsah méfenych hodnot je v podstaté neomezen; kazdym laserovym pulzem je
generovano kompletni spektrum; je mozno registrovat az 100 hmotovych spekter za
sekundu (&islo omezeno jen kapacitou pocitace); rozliSovaci schopnost vzrasta
s rostouci hmotou.

> lontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci

Technika cyklotronové rezonance iontt dovoluje ziskat ionty s dlouhou dobou
Zivota a znac€né uleh&uje sledovani iontové-molekularnich reakci. Princip iontové
cyklotronové rezonance s vyuzitim Fourierovy transformace (FT-ICR) je zaloZen na
pohybu iontd v homogennim magnetickém poli tak, jak k nému dochéazi v cyklotronové
(ICR) cele. lonty vznikaji v iontovém zdroji za atmosférického tlaku a postupné
prochazi pres nékolik stupriti se vzriistajicim vakuem az do ICR cely s tlakem 107"
mbar a teplotou blizkou absolutni nule. ICR cela, ktera je ve své podstaté
elektromagnetickou iontovou pasti, je umisténa uvnitf prostorové homogenniho
supravodivého magnetu s vysokym statickym magnetickym polem. Tento permanentni
magnet je zpravidla chlazen kapalnym héliem a dusikem.

lonty se vytvareji v tzv. odkrytém iontovém zdroji (nema vystupni Stérbiny). Pod
vlivem protinajiciho se magnetického a elektrického pole opisuji ionty cykloidalni
trajektorie s frekvenci wc = zV/m a maji rychlost orientovaného pohybu v = V/H, kde
V je napéti elektrického pole, H intenzita magnetického pole, m hmota iontu a zjeho

naboj. Kladné i zaporné ionty se fidi stejnymi zakony a li§i se pouze smérem otaceni.
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Dopadani iontd na stény analyzatoru zabraruje vloZzeny odrazovy potencial. V oblasti
kolektoru odrazovy potencial neni a dopadajici ionty se registruji jako iontovy tok.

Na rozdil od ostatnich hmotnostné spektrometrickych metod nedochazi v FTMS
pfi detekci iontd K jejich destrukci na detektoru. Této vlastnosti je s vyhodou vyuzivano
pro provadéni dalSich experimentld na zachycenych iontech, jako jsou nasledné
fragmentace v cele, studium reakci v plynné fazi, disociace iontd nebo interakci mezi
iontem a molekulami. Diky tomu, ze frekvence je fyzikalné méfitelna veli¢ina,
stanovitelnd s vysokou presnosti a magnetické pole supravodivého magnetu v FTMS
systému muze byt vysoce homogenni a stabilni, mGze byt také hodnota m/z ziskana
touto metodou uréena s vysokou presnosti. Z téchto divodu je FTMS znama jako
metoda, pfi které se dosahuje vysokého rozliseni (>100 000 pfi m/z 1000), vysoké
presnosti hmoty (az na Urovni sub ppm), ale i vysoce presné rozliSené izolace iontl
pred MS/MS nebo MS" experimenty. (Ubik K., 2000)

2.3.5.Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemovou hmotnostni spektrometrii se oznacuje spektrometrie s takovym
usporadanim analyzatoru, kdy jeden nebo dva analyzatory vyberou ze smési iontu
uréeny prekursor a nasledujici analyzator, pfip. skenovaci méd (u iontové pasti a
cyklotronové rezonance iontl) separuje dcefiné ionty, které fragmentaci tohoto
prekursoru vznikly. Uvedeny proces se muze nékolikrat opakovat, pocet stuprill je dan
kromé poctu analyzatora také citlivosti detekce, protoze vytézek se v kazdém stupni
pohybuje maximalné do nékolika procent mnozstvi iontd ziskanych v pfedchazejicim
stupni.

Pouziti tandemové hmotnostni spektrometrie ma tézisté v nékolika oblastech.
Jsou to identifikace latek ze smési, kvantifikace latek a studium struktur iontd. Pouziti
techniky MS/MS pro identifikaci jedné latky ze smési je efektivni, protoZe je rychlé a
specifické. Pokud je ale tfeba ze smési identifikovat latek vice, tak je vyhodné&jsi
kombinovat hmotnostni spektrometrii s nékterou chromatografickou technikou.

V nasem experimentu byl pouzivan trojity kvadrupolovy analyzator popsany dale.
(http://holcapek.upce.cz/teaching.htm; Ubik K., 2000)

> Trojity kvadrupolovy analyzator (QgQ)

Pristroj se sklada ze tfi kvadrupoll fazenych za sebou (Obr. 14), pficemz
prostfedni z nich (g2) slouZi jako kolizni cela. Zavedenim kolizniho plynu do g2 je
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zpusobena kolizni aktivace vybranych iontd kvadrupolovym analyzatorem Q1

s koliznim plynem a jejich naslednou fragmentaci.

Kapilara
(4500 V, N2)
vstup z LC
N2 Qo Qi Q2 (N2) Q3
‘ / J fokusace analyzator Kolizni analyzator Fotonasobid
Zhavici cela
valec / ) a— , N m e S /
(750 °C. \\ S | = | - =
N2) Sbérac Deflektor

Vstupni térbina Axidlni el. pole

Clona

Obr. 14: Trojity kvadrupol.
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3. Experimentalni ¢ast

-44 -



3.1. Material

Plasma pacientl a kontrolnich zdravych jedinct byla ziskana z Hemato-
onkologického oddéleni, FN Olomouc. Pacientim s CML byla odebrana nesrazliva
krev do zkumavek s EDTA v priiméru 24 hodin po uziti posledni davky pfipravku
Glivec. Krev byla poté zcentrifugovana a plasma byla zamrazena pfi teploté -20°C.

Imatinib obdrzeny od firmy Novartis (Curych, Svycarsko) byl rozpustén v methanolu
na vyslednou koncentraci 0,5 mg/ml. Tento zasobni roztok byl pouzit pro pfipravu
v8ech ostatnich standardd. Deuterovany imatinib byl rozpustén v methanolu na
pFibliznou vyslednou koncentraci 30 ng/ml.

V8echny reagencie mély analyticky stupen Cistoty a byly ziskany od firmy Sigma
(St. Luis, MO, USA). K pripravé sloZky A mobilni faze byla pouZita kyselina mravenci
(HCOOQOH), ktera byla rozpusténa v deionizované vodé na koncentraci 4 mmol/l a
nasledné titrovana hydroxidem amonnym (NH,OH) na pH = 3,2. Slozka B obsahovala
Cisty acetonitril (CH;CN).

Pfistrojové vybaveni: Vortex (IKA Works, USA)
Centrifuga (Micro 120, Hettich, Némecko)
Sonifikator (Kraintek s.r.o., Slovensko)
UHPLC Dionex Ultima 3000 RS (Sunnyvale, CA, USA)
Tandemovy hmotnostni spektrometr API 4000 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA)
Analytické vahy (KERN ABT 120-5DM, Belingen, Némecko)
pH metr Cyberscan ph 510 (Thermo scientific, Waltham, MA,
USA)
Termostatovana michacka (Biosan, CR)
Magneticka micha¢ka RCT Basic (IKA labortechnik, Staufen,
Némecko)
Pfipravna deionizované vody (Werner Reinstwassersytem,

Némecko)
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3.2. Extrakce imatinibu z plasmy

Po rozmrazeni plasmy pacientt s CML bylo odebrano 20 pl vzorku. Pro vysrazeni
plasmatickych proteint bylo pouzito 180 pl methanolu s pfidavkem ISTD (deuterovany
imatinib; D8IM). Poté byl vzorek 1 minutu sonifikovan, 5 minut tfepan na
termostatované michacce, umistén na 30 minut do mrazaku na -20 °C a nasledné 5
minut centrifugovan pfi 14 000 RPM. Supernatant byl analyzovan nebo uchovan pfi
-20 °C pro pozdéjsi analyzu.

3.3. Metoda

Veskeré experimenty byly provadény na pfistroji Dionex Ultima 3000 RS ve spojeni
s tandemovym hmotnostnim spektrometrem API 4000.

Pro stanoveni hladiny imatinibu v plasmé pacientl s CML byly pouZity dvé metody:
ultrad€inna kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (UHPLC-MS/MS) a metoda pfimého nastfiku do hmotnostniho
spektrometru (FIA — flow injection analysis).

Chromatografické separace probihala na koloné s reverzni fazi Acquity
UHPLC®BEH C18 1,7 um (2,1x50 mm; Waters). Mobilni faze se skladala z formiatu
amonného (NH,COOH) o koncentraci 4 mmol/l a pH 3,2 (A) a acetonitrilu (B). V ¢ase 0
- 1 min bylo sloZzeni mobilni faze 17 % B; 1 - 2 min byl aplikovan gradient 17 - 50 % B;
2,0 - 2,1 obsahovala mobilni faze 50 % B a v 2,1 - 2,2 min byl systém navracen do
inicialnich podminek. Na koloné termostatované na 40 °C byla nastavena pratokova
rychlost 0,5 ml/min, separace probihala pfi tlaku 300 — 400 bar. MnoZstvi
nastfikovaného vzorku €inilo 2 pl. Pfed kazdym méfenim byla kolona ekvilibrovana 1
min mobilni f&zi (17 % B) pfi prutokové rychlosti 0,5 ml/min. Celkova doba analyzy
véetné proplachu autosampleru byla 3,2 min.

Pro metodu pfimého néastfiku se mobilni faze skladala z methanolu a 0,1% kys.
mravenc¢i. Do 0,1 min byl nastaven pratok 0,3 ml/min, v méficim ¢ase 0,1 — 0,4 min byl
pritok snizen na 0,03 ml/min, poté byl autosampler proplachovan po dobu desetiny
minuty. Do hmotnostniho analyzatoru se nastfikovalo 0,5 pl vzorku a celkova doba
analyzy Cinila 45 s do dalSiho néastfiku v€etné proplachu autosampleru.

Pro detekci a kvantifikaci byl pouzit tandemovy hmotnostni spektrometr (API 4000,
Applied Biosystems) s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim médu. Hmotnostni
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spektrometr pracoval médu MRM (multiple reaction monitoring). Optimalizace MS/MS
podminek je popsana dale.

3.4. Kvantifikace

Veskeré kvantifikace analytu pfi validacnich experimentech a méfeni reélnych
vzorkd pacientl byly provedeny vztazenim IM na interni standard (D8IM). Koncentrace
byla vypoc¢tena pomoci programu Analyst 1.5 z ploch pikG a pomoci FIA metody
z pramérné vysky signalu analytu v programu Chemoview 2.0.

3.5. Validace metody

3.5.1.Linearita

Linearita neboli kalibra¢ni zavislost je chapana jako pfimkova zavislost mezi
dvéma nahodnymi proménnymi, tj. odezvou instumentace (analytickym signalem) a
koncentraci analytu. Tésnost vzgjemné zavislosti dvou nahodnych proménnych
charakterizuje korela¢ni koeficient (R). Pfi optimalni linearni zavislosti nabyva hodnoty
+1 a &im vice se blizi jedné, tim je zavislost obou proménnych tésnéjsi. Linearita
metody byla poc¢itdna metodou nejmensich ¢tvercu a pro vyhodnoceni kalibraéni
pfimky byla pouzita rovnice y = ax + b.

Linearita byla vyhodnocena uzitim plasmy zdravého jedince, do které byl pfidan
standard IM (deset mikrolitl rdzné zfedéného imatinibu bylo pfidano k 90 ul plasmy a
tfepano 2 minuty); byla ziskana koncentrace v rozmezi 100 az 5000 ng/ml (100, 300,
500, 1000, 3000 a 5000 ng/ml). Vzorky byly pfipravovany v tripletu.

3.5.2.Navratnost (recovery)

Navratnost se méfi na vzorku biologické matrice na tfech rdznych koncentranich
hladinach (nizsi, ve stfedu a vy$Si nez fyziologicka koncentrace).

V nasSem pfipadé byla ndvratnost méfena uzitim 3 vzorkd smésné plasmy zdravych
jedinct adované imatinibem na vyslednou koncentraci 300, 1000 a 3000 ng/ml; 6

vzorka pro kazdou koncentraci.

3.5.3.Nepresnost

Nepfesnost se méfi v sérii (intraassay, within-run), kdy analyzuje jeden pracovnik,
v jeden den, pfi jedné kalibraci, stejnou metodou, pfistrojem a v jedné laboratofi. Pokud
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se méfi mezi sériemi (interassay, between-run), analyza se provadi stejnou metodou,
na stejném pfistroji a v jedné laboratofi, méfi stejny pracovnik, v rlzny den a pfi rdzné
kalibraci.

Nepresnost v jednom dni a mezi deseti dny byla rovnéz méfena smésnou plasmou

zdravych jedinct adovanou imatinibem na finalni koncentraci 300, 1000 a 3000 ng/ml.

3.5.4.lontové suprese

Byl pozorovan chromatograficky zaznam u 8 Cistych neadovanych plasem pfi
postkolonovém kontinualnim nastfiku (10 pl/min) standardu IM o koncentraci 1 pg/ml.

Dale byly sledovany mozné oblasti s vyraznou iontovou supresi.

3.6. Vysledky

3.6.1.0ptimalizace MS/MS podminek

V inicialni ¢asti experimentu byla zméfena hmotnostni a fragmentaéni spektra pro
imatinib (obr. 15, 16), demethylovany metabolit imatinibu (obr. 17, 18) a deuterovany
imatinib (obr. 19, 20) pro nalezeni optimalnich MRM pfechodd ke sbéru dat.

2266+ 494.2
1,661
o ,
N
o
E .
1.0e6 1
4.0e5 393.8
1 2174
0.0 — : ; ; ; . : : ; ; l :
220 280 340 400 460

m/z, Da

Obr. 15: Hmotnostni spektrum IM.
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Obr. 16: Fragmentacni spektrum IM. Jako vhodné MRM prechody byly zvoleny 494—394 a
494-217.
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Obr. 17: Hmotnostni spektrum desIM.
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Obr. 18: Fragmentacni spektrum desIM. Pro sbér dat byl zvolen MRM prechod 480—394.
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Obr. 19: Hmotnostni spektrum D8IM.
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Obr. 20: Fragmentacni spektrum D8IM. Pro sbér dat byl zvolen MRM pfechod 502—394

V dalsi ¢asti experimentu byly pfistrojem automaticky optimalizovany hodnoty

deklasteracniho potenciélu (DP), kolizni energie (CE) a vystupniho potencilalu kolizni

cely (CXP). DP byl méfen v rozmezi 0 — 400 V a jako optimalni hodnota bylo pro IM
zvoleno 115 V (obr. 21) stejné tak jako pro D8IM, u desIM hodnota dosahovala 123 V.
CE byla optimalizovana v rozmezi 5 — 60 V, nejlepSich vysledkd bylo dosazeno pfi
hodnoté 33 V (obr. 22), optimalni hodnota CXP méfeného v rozmezi 0 — 20 V byla 10

V (obr. 23).
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Obr. 21: Optimalizace DP pro IM.
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Obr. 23: Optimalizace CXP pro IM.
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Dale byly pro jednotlivé metody optimalizovany hodnoty tlaku kolizniho plynu
(CAD), zmlzujiciho (GS1) a susiciho plynu (GS2), ,curtain gas® (CUR), vstupniho
potencialu (EP), napéti na kapilare v iontovém zdroji (IS) a teploty zmlZujiciho plynu
(TEM). Vysledky jsou uvedeny v tabulce (tab. 3)

Tab. 3: DalSi optimalizované hodnoty pro jednotlivé metody.

CAD EP CUR GS1 GS2 IS TEM

metoda . . ) .
(psi) V) (psi) (psi) (psi) V) (°C)
UHPLC-MS/MS 6 10 20 40 40 5500 400
FIA 3 10 14 20 40 5000 450

3.6.2.Validace metod

» UHPLC-MS/MS
Rovnice kalibraéni kfivky ma tvar y = 0,0054x — 0,0741; (R = 0,998) (Obr. 24).
Navratnost stanovené ve spikované plasmé se pohybovala v rozmezi 98,85 % -
99,80 %. (Tab. 4) Nepresnost (n = 6) byla 3,73 %; 3,52 % a 4,02 % (méfeno béhem
jednoho dne) (Tab. 5); 3,02 %; 5,05 %; 5, 72 % (méfeno mezi jednotlivymi dny) (Tab.
6) pro plasmu adovanou imatinibem na vyslednou koncentraci 300, 1000 a 3000 ng/ml.

Limit detekce (LOD = 1,24 ng/ml) byl pocitan z analyz (c,y = 100 ng/ml) jako
trojnasobek Sumu (S/N = 3) a limit kvantifikace (LOQ = 4,12 ng/ml) jako desetinasobek
Sumu (S/N = 10).

y = 0.0054x - 0.0741

Linearita »
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Obr. 26: Validace metody UHPLC-MS/MS: kalibracni pfimka — linearita pro koncentrace 100,
300, 500, 1000, 3000 a 5000 ng/ml.
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Tab. 4: Validace metody UHPLC-MS/MS: navratnost (recovery) pro adovanou plasmu o
koncentraci 300, 1000 a 3000 ng/ml.

Koncentrace  Vzorek Vzorek Vzorek Vzorek Vzorek Vzorek Pramér
analytu ¢.1 ¢.2 ¢.3 ¢.4 ¢.5 ¢.6 (%)

3000 ng/ml  2836,67 2791,67 3068,33 3084,00 3248,00 2940,00
Recovery (%) 94,56 93,06 102,28 102,80 108,27 98,00 99,80
1000 ng/ml 964,50 926,33 1041,83 1055,00 978,83 1029,00
Recovery (%) 96,45 92,63 104,18 105,50 97,83 102,90 99,92
300 ng/ml 289,17 289,50 293,83 306,17 291,17 309,50

Recovery (%) 96,39 96,50 97,94 102,06 97,06 103,17 98,85

Tab. 5: Validace metody UHPLC-MS/MS: nepfesnost méfena po dobu 6-ti dnu.

analyza 3000 ng/ml 1000 ng/ml 300 ng/ml

1 2836,67 964,50 289,17

2 2791,67 926,33 289,50

3 3068,33 1041,83 293,83

4 3084,00 1055,00 306,17

5 3248,00 978,83 291,17

6 2940,00 1029,00 309,50

pramér 2994,78 999,25 296,56
SD 171,31 50,49 8,95
RSD 5,72 5,05 3,02

Tab. 6: Validace metody UHPLC-MS/MS: nepfesnost méfena béhem jednoho dne.
*Hodnoty nejsou zapocitavany do praméru kvdli jejich velké odchylce.
3000 ng/ml 1000 ng/ml 300 ng/ml
analyza RSD (%) RSD (%) RSD (%)

1 4,39 3,51 2,44
2 3,59 2,05 4,5
3 4,52 4,25 4,25
4 4,49 3,35 4,99
5 3,12 3,74 3,45
6 *6,94 417 2,77
pramer 4,02 3,51 3,73
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> Fl

Rovnice kalibraéni kfivky ma tvar y = 0,0067x — 0,1869; (R = 0,9975) (Obr. 27).
Navratnost stanovena ve spikované plasmé se pohybovala v rozmezi 97,04 — 99,11 %
(Tab. 7). Nepfesnost (n = 6) byla 4,80 %; 3,67 %; 4,02 % (mé&feno b&éhem jednoho
dne) (Tab. 8); 2,64 %; 4,48 % a 5,06 % (méfeno mezi jednotlivymi dny) (Tab. 9) pro
plasmu adovanou imatinibem na vyslednou koncentraci 300, 1000 a 3000 ng/ml. Limit
detekce a kvantifikace byly 9,2 a 30,8 ng/ml v pfipadé kalkulace z poméru signalu ku

Sumu. Déle byly limity stanoveny na zakladé kalibracni zavislosti v software QC Expert
3.0 (viz Tab. 10).

y = 0.0067x - 0.1869

Linearita »
R? = 0.9975

Odezva analytu/odezva ISTD
N
o

O T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Koncentrace analytu (ng/ml)

Obr. 27: Validace metody FIA: kalibra¢ni pfimka — linearita pro koncentrace 100, 300, 500,
1000, 3000 a 5000 ng/ml.

Tab. 7: Validace metody FIA: navratnost (recovery) pro spikovanou plasmu o koncentraci 300,

1000 a 3000 ng/ml. *Hodnoty nejsou zapocitavany do prameéru kvl jejich velké odchylce.

Koncentrace Vzorek Vzorek Vzorek Vzorek Vzorek Vzorek  Prdmér

analytu &1 &.2 &.3 .4 &5 &.6 (%)

3000 ng/ml *2577,02 2855,52 2912,01 314555 2806,85 3097,18
Recovery (%) *85,90 95,18 97,07 104,85 93,56 103,24 98,78
1000 ng/ml *908,86 1001,39 992,56  1057,36 938,81 965,36
Recovery (%) 90,89 100,14 99,26 105,74 93,88 96,54 99,11
300 ng/ml *265,56 282,45 289,50 301,18 285,95 296,58

Recovery (%) *88,52 94,15 96,50 100,39 95,32 98,86 97,04
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Tab. 8: Validace metody FIA: nepfesnost mérena po dobu 6-ti dnt. *Hodnoty nejsou

zapocitavany do praméru kvdli jejich velké odchylce.

analyza 3000 ng/ml 1000 ng/ml 300 ng/ml

1 *2577,02 *908,86 *265,56

2 2855,52 1001,39 282,45

3 2912,01 992,56 289,50

4 3145,55 1057,36 301,18

5 2806,85 938,81 285,95

6 3097,18 965,36 296,58
SD 149,88 44,43 7,67

pramér 2963,42 991,10 291,13
RSD 5,06 4,48 2,64

Tab. 9: Validace metody FIA: nepfesnost méfena béhem jednoho dne.

3000 ng/ml 1000 ng/ml 300 ng/ml
analyza RSD (%) RSD (%) RSD (%)

1 3,53 2,76 5,76
2 3,90 4,90 4,90
3 4,63 2,48 4,08
4 3,50 3,49 5,13
5 4,16 4,12 5,24
6 4,37 4,25 4,20
primér 4,02 3,67 4,88

Tab. 10: Vypocet LOD a LOQ pomoci raznych metod v programu QC Expert.
Xc = kriticka hodnota, Xd = LOD, Xq = LOQ.

Metoda Xc Xd Xq
Metoda podle ISO 11843-2 3,8 4.6 7,5
Pfima metoda analytu 8,6 15,4 21,7
Pfima metoda signélu, IUPAC 8,6 16,2 23,0
Kombinovana metoda Ebel, Kamm 7,7 15,4 21,6
Metoda K*Sigma z regrese 8,6 17,1 25,7
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Obr. 28: lontové suprese — v retencnim ¢ase IM nebyly sledovany zadné vyznamné matricové

efekty.

3.7. Analyza imatinibu v plasmé pacientt s CML na

terapii imatinibem

Byly stanovenyhladiny imatinibu v plasmé u 897 vzorkl pacientd s CML v rozmezi
135 — 5440 ng/ml. V Zadném analyzovaném vzorku nebyly pozorovany interference.
Plasmatickéa koncentrace imatinibu byla v souladu s mnozstvim uzivané davky (100 —
1200 mg/den) (Obr. 29, 30, 31), s dobou odbéru krve po posledni podané davce (0,25
— 97 hod.) a jinych parametrech pacientt (vaha,
vék, apod). Z dat je patrné, ze hladina imatinibu vykazuje vysokou interindividualni

variabilitu.
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Zavislost plasmatické koncentrace na podané davce
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Obr. 29: Vzrlstajici trend u plasmatické koncentrace v zavislosti na velikosti denni davky IM.
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Obr. 30: Analyzy realnych vzorkl pacientld s CML na terapii IM — méfeno pomoci UHPLC-
MS/MS; pacient s nizkou (A), stfedni (B) a vysokou hladinou (C).

-57 -



1236

700

Intenzita

0.0

A)

2.1

7792

2.3e4

D8-IM: 502—394 B) IM: 494394 C) IM: 494394
s s
£ 4000 T 1.5e4
c c
g g
{5 15
IM: 494217 IM: 494217
IM: 494394
IM: 494217
D8-IM: 502—>394
D8-IM: 502—394
0.0 0.0
L 04 Q1. D4 01, 04
dham [ Sas [min] Las [min]

Obr. 31: Analyzy realnych vzorkl pacientl s CML na terapii IM — méFeno pomoci FIA; pacient s

3.8.

nizkou (A), stfedni (B) a vysokou hladinou (C).

Srovnani metod

Plasmatické koncentrace zmé&Fené pomoci dvou riznych metod byly srovnany
pomoci regresni analyzy a Bland Altmanova grafu (Obr. 32, 33). Obé vyvinuté metody
poskytuji srovnatelné vysledky s akceptovatelnou nepresnosti. Pro dalSi analyzy bude
pouzivana metoda FIA kvuli men§imu objemu nastfikovaného vzorku, kratSi dobé

analyzy a niz§im celkovym nakladim.
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Obr. 32: Korelace mezi plasmatickymi koncentracemi u pacientd na terapii imatinibem méfené

pomoci UHPLC-MS/MS a FIA metody.
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Rozdil koncentraci FIA - LC/MSMS

Bland & Altmantv graf
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Obr. 33: Bland-Altmandv graf pro srovnani UHPLC-MS/MS a FIA metody.

-59 -

3000



Diskuse

Cilena terapie zaloZena na inhibici proteinovych tyrosinkinas pomoci imatinibu
predstavuje vysoce ucinnou terapeutickou strategii pro 1é¢bu CML. Monitorovani
hladiny 1éka se stalo nezbytnym nastrojem v péci o pacienty s CML. Méfeni
plasmatické koncentrace je uzite¢né ke zhodnoceni adherence pacientu k denni
davce, ucinnosti 1éCby, vaznym nezadoucim ucinkiim spojenych s I[ékem, potencialnich
Iékovych interakci, a to obzvlasté u pacientd, ktefi musi brat Iéky interferujici
s cytochromem P450.

Cilem nasi studie bylo vyvinout metodu pro stanoveni plasmatické hladiny
imatinibu pomoci techniky kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii. Této problematice se vénuji pouze vybrana pracovisté na
svété zejména kvuli nezbytné koordinaci se specializovanym zdravotnickym zafizenim,
naroc¢nosti na instrumentaci a persondl.

Byly optimalizovany separacni podminky chromatografické metody na zékladé
publikovanych ¢lanka. Déale byly optimalizovany podminky pro detekci a kvantifikaci
analytu pomoci MS/MS. V prvni ¢asti byla zméFfena hmotnostni a fragmentacni spektra
pro analyzované latky, nasledné byly optimalizovany hodnoty deklastera¢niho
potencialu, kolizni energie, vystupniho potencialu kolizni cely a rovnéz hodnoty
vstupniho potencialu, tlaku kolizniho plynu, susiciho a zmlZzovaciho plynu, ,curtain
gas®, napéti na vstupni kapilafe v iontovém zdroji a teploty zmlzujiciho plynu.

Pro stanoveni plasmatické koncentrace IM byly pouZity dvé metody: FIA-MS/MS
a UHPLC-MS/MS. Obé metody poskytuji srovnatelné vysledky, proto se pro rutinni
analyzu bude dale vyuzivat metoda FIA, kdy objem nastfikovaného vzorku je 4x mensi
(0,5 pl) a doba analyzy je vyznamné kratsi (45 s), s €im souvisi mensi spotfeba
materidlu. Metody byly validovany (linearita, ndvratnost a nepfesnost) pomoci plasmy
adované imatinibem. Diky dostate¢né citlivosti jsou obé& vyvinuté metody vhodné
k vyuZiti terapeutickému monitorovani plasmatickych hladin imatinibu.

Vyvinuté metody byly aplikovany na realné vzorky krevni plasmy pacientl trpicich
chronickou myeloidni leukemii na terapii imatinibem, obé jsou pouzitelné v rutinni
klinické praxi. Byla prokazana zavislost koncentrace latky v plasmé pacienta na
podavané davce Iéku a na ¢ase odbéru po posledni pozité davce.
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Zaveér

Tato prace je zaméfena na vyvoj novych metod pro stanoveni imatinibu v krevni
plasmé pacientl trpicich chronickou myeloidni leukemii, a to pomoci technik
ultratcinné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii a metody pfimého nastfiku do hmotnostniho spektrometru.

V teoretické ¢asti byla vypracovana reSer$e na téma: chronickd myeloidni leukemie
a imatinib. Déle zde byla v zakladu popsana technika hmotnostni spektrometrie.

V experimentalni ¢asti byla popsana optimalizace, validace, aplikace a srovnani
metod. Prace bude publikovana v zahrani¢nim impaktovaném ¢asopise. Metody jsou
v soucasné dobé souc€asti rutinni praxe v Laboratofi dédi¢énych metabolickych poruch,
Oddéleni klinické biochemie, FN Olomouc.

Dalsi vyzkum bude sméfovan do oblasti stanoveni plasmatickych koncentraci
ostatnich inhibitord tyrosinkinas a stanoveni imatinibu v leukocytech a kostni dfeni
pacientd s CML.
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6. Seznam pouzitych zkratek

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

ALL akutni lymfoblasticka leukemie

AGP kysely glykoprotein

APCI chemicka ionizace za atmosferického tlaku (,atmospheric

pressure chemical ionization®)
APPI fotoionizace za atmosferického tlaku (,atmospheric
pressure photoionization®)

ATP adenosintrifosfat
BCR ¢ast 22. chromosomu (,breakpoint cluster region®)
(C)CyR (kompletni) cytogeneticka odpovéd (,complete

cytogenetic response®)
CE kapilarni elektroforeza (,capillary electrophoresis®)
kolizni energie (,collision energy*)

(C)HR (kompletni) hematologicka odpovéd (,complete
hematologic response®)

Cl chemicka ionizace (,chemical ionization®)

CXP vystupni potencidl kolizni cely (,colission cell exit
potential®)

CAD tlak kolizniho plynu (,collision gas pressure®)

c-Kit onkogen kodujici transmembranovou tyrosin kinasu

CML chronicka myeloidni leukemie

(C)MR (kompletni) molekularni remise (,complete molecular
remission®)

CNL chronicka neutrofilni leukemie

CUR ,curtain gas”

CZE kapilarni zonova elektroforeza (,capillary zone

electrophoresis®)

DNA deoxyribonukloeva kyselina (,deoxyribonucleic acid®)
DP deklasteracni potencial (,declustering potencial®)
D8IM deuterovany imatinib

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

El ionizace elektronem (,electron ionization®)
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EP
ES|
FIA
FISH

(FT)ICR

FWHM
Fyn
GC
GIST

GSH
GS2
Hck
HLA
hOCT

HPCE

HPLC

vstupni potencidl (,entrance potenntial®)

ionizace elektrosprejem (,electrospray ionization®)
metoda pfimého néastfiku (,flow injecton analysis®)
fluorescencni in situ hybridizace (,fluorencence in situ
hybridization®)

iontova cyklotronova rezonance (s Fourierovou
transformaci) (,(Fourier transform) ion cyclotron
resonance”)

Sifka piku v poloviné vysky (,full width at half maximum?®)
kinasa rodiny Src (SFK)

plynova chromatografie (,gas chromatography*)
gastrointestinalni stromalni tumor (,gastrointestinal
stromal tumor*)

zmlzujici plyn (,nebulizing gas®)

susici plyn (,heater gas®)

kinasa rodiny Src (SFK)

lidské leukocytarni antigeny (,human leukocyte antigens®)
lidsky transportér organickych kationtd (,human organic
cation transporter*)

vysokoucinna kapilarni elektroforeza (,high performance
cpillary electrophroresis®)

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (,high
performance liquid chromatography®)

hematologicka odpovéd (,hematologic response*)
imatinib

(»International Randomized Interferon versus STI571%)
napéti na kapilare v iontovém zdroji (,ion spray voltage®)
interni standard

kapalinovéa chromatografie (,liquid chromatography®)
kinasa rodiny Src (SFK)

kinasa rodiny Src (SFK)

desorpce/ionizace laserem za ucasti matrice (,matrix
assisted laser desorption/ionization®)

majoritni cytogeneticka odpovéd (,major cytogenetic
response”)

(majoritni) molekularni remise (,major molecular

remission®)
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MRM
MS
MS/MS
NACE

PCR

PDGF
PDGFR
P-gp
Ph

RP
RT-PCR

SCF
SFK (Src)

TEM
TKI
TOF
UHPLC

~multiple reaction monitoring*

hmotnostni spektrometrie (,mass spectrometry*)
tandemova hmotnostni spekrometrie

bezvoda kapilarni elektroforeza (,nonaquous capillary
eectrophoresis®)

polymerasova fetézova reakce (,polymerase chain
reaction®)

desti¢kovy rastovy faktor (,platelet derived grow factor*)
receptor pro destickovy ristovy faktor
P-glykoproteinova pumpa

Filadelfsky chromosom (,Philadelphia chromosome®)
rozliSovaci schopnost (,resolving power")
polymerasova fetézova reakce zalozena na reversni
transkripci mMRNA na cDNA

rlstovy faktor kmenovych bunék (,stem cell factor®)
rodina nereceptorovych (celularnich) tyrosinkinas
podilejici se na rastu buriky

teplota zmluzujiciho plynu (,source temperature®)
inhibitor tyrosinkinas (,tyrosine kinase inhibitor*)
priletovy analyzator (,time of flight®)

ulrat€inna kapalinova chromatografie (,ultra high
performance liquid chromatography®)

-70 -



