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ABSTRAKT

PfedloZzend diplomova prace je vénovdna kvantitativnimu stanoveni inhibitor(
tyrozinkinazy, konkrétné imatinibu a nilotinibu, metodou kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci. Za ucelem sledovani hladin téchto IéCivych latek v séru i plazmé
zejména pacientl s chronickou myeloidni leukémii, v mensi mife pak pacientQ
s gatrointestindlnim stromalnim tumorem, byla na Ustavu klinické biochemie a
diagnostiky Fakultni nemocnice v Hradci Kralové vyvinuta novd metoda pro jejich
stanoveni a monitorovani. Hlavnim ukolem v souladu s vypracovavanim diplomové

prace bylo metodu plné optimalizovat a validovat.

Tato metoda pro stanoveni inhibitord tyrozinkindzy byla na pracovisti nejdfive
provadénd pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie se spektrofotometrickou
(UV) detekci. V rdmci modernizace laboratorni technologie se postupem ¢asu preslo na
metodu provddénou pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekci. Analyty sjejich vnitfnimi standardy byly nejprve zpracovany extrakénim
postupem kapalina-kapalina, poté byly isokraticky separovany na koloné C18 s reverzni
fazi. Nasledné byly oba analyty detekovdny s vyuZitim tandemové hmotnostni

spektrometrie typu trojitého kvadrupdlu s ESI iontovym zdrojem v pozitivnim maddu.

V ramci validace metody byla ovérena jeji preciznost a spravnost, testovana byla také
jeji selektivita a senzitivita. Soucasné byla zjiSténa linearita kalibraéni zavislosti a
pracovni rozsah, ve kterém je dand metoda pouzitelnd pro analyzu imatinibu a
nilotinibu. Bylo ovéreno, Ze nova bioanalytickda metoda je linedrni v celém pracovnim
rozsahu, dostatecné rychlg, citlivd, precizni, selektivni, spolehlivd a vykazuje vysokou

miru pravdivosti.

Metoda plné splfiuje vSechna akceptacni kritéria pro jeji pouZiti, kterd jsou soucasti
doporuceni odbornych spolec¢nosti. Optimalizovana a plné validovand metoda byla
nasledné zavadéna na useku klinické farmakologie Fakultni nemocnice v Hradci Krélové.
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ABSTRACT

The submitted thesis is devoted to the quantitative analysis of tyrosine kinase inhibitors,
specifically imatinib and nilotinib, by liquid chromatography—mass spectrometry
method. The main purpose of developing this new method of analysis at the
Department of Clinical Biochemistry and Diagnostics at the University Hospital in Hradec
Kralové was measuring and monitoring serum or plasma concentration levels of these
drugs in patients with chronic myeloid leukemia, less often in patients with
gastrointestinal stromal tumour. The main task during the elaboration of the thesis was

to fully optimize and validate the method.

Previously, this method for the analysis of tyrosine kinase inhibitors was routinely
performed here by high-performance liquid chromatography with spectrophotometric
(UV) detection. As part of the modernization of laboratory technology, they started to
use high-performance liquid chromatography with mass spectrometry at the workplace.
The analytes with their internal standards were obtained by a liquid-liquid extraction
process. Then, samples were separated on a C18 reverse phase column using isocratic
elution. Subsequently, both analytes were detected by a triple quadrupole tandem mass

spectrometer with ESI ion source in a positive mode.

As a part of the method validation was to verify its accuracy and precision. Method’s
selectivity and sensitivity was also tested. At the same time, the linear dependence and
working concentration range in which the new method is fully applicable for the analysis
of imatinib and nilotinib were determined. It has been verified that the developed
bioanalytical method shows excellent linearity in whole working range, great sensitivity,

selectivity, accuracy, precision, trueness and is sufficiently efficient and fast.

This developed method is reliable and fully meets all acceptance criteria issued by the
validation guidelines. The optimized and fully validated method was presented at the

department of the University Hospital in Hradec Kralové.
Keywords:

analysis, tyrosine kinase inhibitors, liquid chromatography, mass spectrometry, chronic

myelogenous leukemia
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1. UVOD

V soucasnosti predstavuje chronickda myeloidni leukémie (dale CML) asi 15-20 % vSech
nové zjisténych leukémii. V Ceské republice je incidence tohoto onemocnéni
1,2/100 000 obyvatel ro¢né s priimérnym vékem 60 aZ 65 let. Za toto maligni klonaini
onemocnéni hematopoézy, pro které je charakteristické nekontrolovatelné mnozeni
bunék myeloidni linie, je zodpovédna pfitomnost specificky ziskané genetické
abnormality, tzv. Philadelpského (Ph) chromozomu. Odhaleni molekuldrni podstaty této
chromozomadlni odchylky pak vedlo k vyvoji specifické cilené molekuldrni [écby
tyrozinkinazovymi inhibitory, jejiz prototyp imatinib byl v roce 2001 uveden do klinické
praxe vibec nejrychleji v historii protinddorovych Iékd. Nova cilena terapie znamenala
zcela zdsadni prilom do lé¢ebného pfistupu k chronické myeloidni leukemii a doslova
revoluénim zplsobem zlepsila progndzu tohoto onemocnéni. Stfedni doba preziti
pacientd s touto chorobou v chronické fazi se nyni ptredpoklada vice nez 25 let a |écba

dobfe kontrolovaného onemocnéni nezkracuje pfirozenou délku Zivota pacienta. *

Tyrozinkindzové inhibitory (dale TKI) jsou lédiva pouZivana jako inhibitory receptort
s tyrozinkindzovou aktivitou, u CML je to kinaza Bcr-Abl. Cilené inhibitory tyrozinové
kinazy Bcr-Abl se pouZzivaji v terapii CML a gastrointestinalniho stromalniho tumoru, ale
zkousi se i jejich jiné vyuziti. Zatimco imatinib mesylat je prvni volbou v terapii chronické
myeloidni leukémie, nilotinib se fadi mezi druhou generaci tyrozinkinazovych inhibitora.
Jeho podavani je indikovdano v pfipadech, kdy je odpovéd na lé¢bu imatinibem
nedostatecnd. Optimalni |é¢ebnd odpovéd TKI je doprovazena snizenim BCR-ABL
transkriptu a hodnoti se po 3, 6 a 12 mésicich od zacatku |écby. Terapeutické
monitorovani tohoto |éCiva v séru pacienta v pribéhu lécby poskytuje Iékafliim cenné
informace o vztahu koncentrace a podané davky. V pfipadé nedostate¢né odpovédi
organismu je tak potfeba Uprava davky. Vysledky plazmatickych hladin TKI mohou také

pomoci odhalit rizikové a nespolupracujici pacienty. (61129

Monitorovani plazmatickych hladin |éciva je tedy velice dllezity proces vyuZivany
v klinickych farmakologickych laboratofich po celém svété. V posledni dobé proto
prevazuje trend v modernizaci technologii a metod pouzivanych pro stanovovani hladin

[éCiv v téchto klinickych laboratofich.



2. ZADANI, CIL PRACE

Hlavnim cilem této prace je optimalizace a validace zavadéné analytické metody pro
kvantitativni stanoveni inhibitorl tyrozinkindzy (imatinib, nilotinib) pomoci HPLC-
MS/MS. Hlavni zamér prace je zjistit, zda je dana metoda vhodna pro pouZiti na Useku

klinické farmakologie FNHK.

Prace se v teoretické ¢asti zaméruje na problematiku terapeutického monitorovani léciv,
informuje nas o chronické myeloidni leukémii a jeji nasledné |éCbé. Prace nas také blize
seznamuje s inhibitory tyrozinkindzy a mechanismem jejich ucinkd v rdmci I1é¢by tohoto
maligniho onemocnéni krvetvorby. V neposledni fadé se teoretickd ¢ast vénuje
analytické strance véci, popisuje technologie a metody, jenz se pouZivaji ke stanoveni

tyrozinkinazovych inhibitor(i. Zabyva se rovnéz jejich validaci.

Experimentalni ¢ast prace se zaméruje na samotny vyvoj, optimalizaci a validaci metody.
Pfed zavedenim této metody do praxe bylo potfeba prokazat jeji vhodnost a spolehlivost
pomoci experimentalné namérenych vysledkl pro kazdy valida¢ni parametr. Mezi tyto
parametry se fadi preciznost a spravnost metody, limit detekce, limit kvantifikace,
selektivita, linearita kalibra¢ni zavislosti, pracovni rozsah apod. Pro kazdy validacni
parametr bylo nutné provést statistické vyhodnoceni experimentdlné namérenych
vysledk( a urcit, zda jsou splnény akceptacni kritéria, kterd uvadi doporuceni odbornych

spole¢nosti.

PFi vypracovavani této prace bylo postupovano chronologicky, a to od vybéru vhodné
literatury, pres vypracovavani teoretické ¢asti aZ po samotné experimentalni méreni.
Poslednim krokem kompletace bylo zpracovani experimentalné namérenych dat a jejich

vysledné hodnoceni.



3. STANOVOVANI KONCENTRACE LECIV, KLINICKA
FARMAKOKINETIKA

K rozvoji této problematiky pfispél rozvoj novych analytickych metod vhodnych
k urcovani koncentrace I|éCiv vséru a ostatnich biologickych tekutindch. Rozvoj
technickych moznosti pfimo ovlivnil vznik klinické farmakokinetiky, interpretaci

lékovych koncentraci a ndvrh optimalizace ddvkovani [é&iv.

3.1 Terapeutické monitorovani hladiny lIéciv

Stanovovani koncentrace |éCiv v pribéhu farmakoterapie se oznacuje také jako
terapeutické monitorovani |éCiv (ddle TDM). Jednd se o konziliarni ¢innost, kterd
pomaha optimalizovat a individualizovat dal$i davkovani IéCiva na zékladé jeho zmérené
koncentrace. V upravé davkovani je podstatné také pfihlédnuti k eliminacnim
schopnostem pacienta (predevsim rendlni eliminaci), farmakokinetice podaného léciva

a k interakcim soucasné podavanych Iéka.

Znalost koncentrace |éciva je prospésna i v jiné oblasti, a to pfi vyhodnocovani, zda
pozorované priznaky jsou soucasti vlastniho onemocnéni, nebo projevem toxicity

podavaného lé¢iva. (1

3.1.1 Interpretace a urceni terapeutické koncentrace

Spravna interpretace sérové koncentrace I|éCiv je velmi duleZitou soucasti
rozhodovaciho procesu pfi individualizaci ddvkovani. Je ovlivnéna plsobenim celé fady
faktor(, jako napf. pouzité davkovani, doba odbéru vzork( ve vztahu k poddvané Iécbé
a spoluprace nemocného pfi dodrzovani terapeutického planu. Dllezité jsou téz vlivy

uplatnujici se v riznych fazich farmakokinetiky.

Nejvhodnéjsi je uréovat koncentrace Ié¢iv v obdobi ustdleného stavu, ktery se vytvori pfi
opakovaném podavani latky za dobu, kterd odpovida ¢tyrem az péti biologickym
polo¢asim daného léciva. Strategie uréovani ustdlené koncentrace léciva spociva ve
stanoveni terapeutické koncentrace v plazmé (Css), které ma byt dosazeno. Rozmezi
terapeutické koncentrace je ddno maximalni (Cssmax) @ minimalni (Cssmin) terapeutickou

koncentraci dosahovanou opakované pfi daném davkovacim rezimu. Toto rozmezi se



rovnéz nazyva terapeutické okno. Koncentrace na spodni hranici vykazuje mensi
terapeuticky ucinek a koncentrace na horni hranici jiz byva zase doprovazena toxickymi

Ginky. 2131

Graf 1: Zndzornéni casového priibéhu plazmatickych koncentraci léciva

Terapeutické okno

min 1_ \ \I
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t 2

PFi nitrozilnim podani musime respektovat téz distribucni fazi, a proto provadime odbéry
vzorkd aZ po jejim skonceni, tj. aZ po vyrovnani koncentracnich rozdild mezi krvi a
tkanémi. Prfed dosazenim rovnovahy nelze jedinou koncentraci léCiva v krvi hodnotit,
protoze neodrdzi koncentraci v misté predpokladaného terapeutického pusobeni.
Distribuce Ié¢iv je vyznamné ovlivnéna jejich vazbou na bilkoviny. U Ié¢iv s vysokou
vazbou na bilkoviny tak musime pocitat zménu volného podilu léCivé latky. Stanovenou
koncentraci musime posuzovat se zfetelem na pozadovany terapeuticky ucinek,
zavainost chorobného stavu a ostatni faktory ovliviujici farmakokinetiku ci

farmakodynamiku. [

3.1.2 Vyznam a cil uréovani koncentrace léciv

Cilem TDM, pfi kterém se urcuji koncentrace Iécivych latek v organismu, je individualni
Uprava davkovani a zajisténi optimalnich podminek terapie. Individudlni Uprava davky

se opira o dosazeni specifické cilové koncentrace I|éciva. Individudlni rozdily ve



farmakokinetice léciva zplsobuji urcitou variabilitu, proto musime povazovat hodnoty
doporucovaného terapeutického rozmezi pouze za orientacni. Znacna interindividualni
a intraindividualni variabilita v rozsahu terapeutické Sife se projevuje tim, Ze u urcitého
poctu jedincl se mlze ucinek léCiva projevovat jiz pfi koncentracich, které jsou nizsi nez
obecné doporuéovand minimalni koncentrace, nebo tim, Ze u jinych osob se
terapeuticky uc¢inek dostavi az pfi koncentracich vyssich, jez presahuji maximalni
terapeutické koncentrace. Nedilnou soucasti TDM musi byt zvazeni klinického stavu
pacienta.l! Uréovani koncentrace lé¢iv se uplatfiuje rliznym zplsobem pfi optimalizaci
farmakoterapie. Spole¢né s aplikaci farmakokinetickych  poznatkli pomahad

individualizovat Ié¢bu. Cilem terapeutického monitorovani léCiv je udrzovat koncentraci

daného lé&iva v terapeutickém rozmezi. M2

Také toxicky ucinek se maze u nékterych nemocnych objevit pfi koncentracich, jez jsou

ov

nizsi nez maximalni terapeutické koncentrace. AvSak u vétSiny nemocnych se
terapeuticky ucinek dostavi pfi koncentracich, které odpovidaji obvyklému rozmezi pro
dané l|écivo. Terapeutické monitorovani se pfi individualizaci davkovani uplatiiuje

zvlastné tehdy, jestlize se ucinek lécby v klinickych podminkach obtizné kvantifikuje.

Vysetreni koncentraci je indikovano pii nedostatecné terapeutické odpovédi a pfi
projevech nesnasenlivosti. Uréovani koncentrace |éciva je vhodné také v situacich, kdy
predpokldddme abnormalni zavislost mezi davkou, koncentraci a terapeutickou
odpovédi. Uréeni koncentrace léciva mlze poskytnout téZ dopliujici informaci, zda
nemocny na terapii neodpovida, zda uziva ¢i neuziva léky, nebo |éCivo z organismu
rychle eliminuje. Dostupnost terapeutického monitorovani ma i nepfimy vyznam, nebot
vyvoldvd zajem o sledovani kvantitativnich zavislosti mezi ddvkou, koncentraci a
ucinkem, a také o sledovani faktor(, které tento vztah narusuji. Vysledky urcovani
koncentrace |éCiv musi byt vidy konfrontovany se soustavnym a peclivym klinickym

hodnocenim Ucinku lééiva u kazdého nemocného. [

3.1.3 Individualizace terapie u pacientu

K ndvrhu racionalniho davkovaciho rezimu musi klinicky pracovnik znat hodnoty
farmakokinetickych parametr( léciva, ackoliv se mUZe u nékterych pacientl objevit

riznd variabilita téchto hodnot. Tato variabilita je dana bud geneticky nebo



v dUsledku jejich zdravotniho stavu. Jestlize pouzivame koncentrace léciv k ndvrhu
davkovaciho rezimu, pak by mély byt odebrdny po predchozi ddvce a pred pfristi
planovanou davkou, kdy dosahuje koncentrace minima. Velmi dilezitym aspektem pro

praxi je ¢asovy odbér vzork( a vztah k zac¢atku udrzovaciho rezimu. 2

3.1.3.1 Individualizace terapie u pacienti s postiZzenim ledvin

Obecné plati, Ze pfi poruse ¢innosti ledvin musime byt v ddvkovani obzvlasté opatrni, a
to zejména u |éCiv s uzkym terapeutickym rozmezim. PFfi poSkozeni funkce ledvin je
nutné upravit davkovaci rezim jako prevenci jejich kumulace a intoxikace.B! Ledviny jsou
hlavni eliminaéni orgdn. Probiha v nich glomeruldrni filtrace, coZ je proces, kdy dochazi
k ultrafiltraci plazmy a ledviny tak vylucuji urcité latky, kterych se télo zbavuje.
Bioindikatorem stupné postizeni ledvin je kreatininovd clearance (CL). Jednd se o
mnozstvi plazmy ocisténé ledvinami od urcité latky za jednotku casu. Kreatinin vznika
jako bunéény produkt svalového energetického metabolismu kreatininu a veskery je

z téla odvadén modi. (M



4. NADOROVA ONEMOCNENI KRVETVORBY A JEJICH
LECBA TYROZINKINAZOVYMI INHIBITORY

Pti pohledu do historie medikamentdzni 1é¢by nador( Ize vysledovat prvni pokusy o
nalezeni u¢inného protinadorového léku na po¢atku minulého stoleti. Podstatou ucinku
cytostatik je poskozeni genetické informace bunky. Nové cilend biologicka |é¢ba v této
oblasti zpUsobila znaény pralom, tyto Setrné preparaty na rozdil od klasické
protinadorové lécby cili pfimo na poSkozeny mechanismus v postizenych burikdch a

pysni se dobrym ucinkem s minimem nezadoucich ucink.

4.1 Chronicka myeloidni leukemie

Chronickd myeloidni leukemie je chronickd myeloproliferativni choroba zpUsobena
poruchou pluripotentni buriky. Postizena je jak myeloidni, tak lymfoidni krvetvorna fada,

pfevahu ma postizeni granulopoézy. CML je jednim ze &ty hlavnich druhd leukemii. B!

4.1.1 Prtibéh nemoci a pfiznaky

Ptirozeny prabéh CML mUZeme rozdélit do tfi fazi: chronické, akcelerované a blastické.
Existuji presna kritéria, ktera umoznuji kazdého pacienta do dané faze zaradit. Naprosta
vétsina pacientu je diagnostikovana v chronické fazi. Toto stadium m{Zze trvat mésice ci
roky. Je to pomalu postupujici faze, kdy mohou byt pacienti zcela bez pfiznaku. V této
fazi jsou priznaky jen mirné, napt. unava, zvySené poceni apod. U akcelerované faze
dochazi ke zvySeni poctu leukocytli a myeloblast(i (nezralych bunék myeloidni fady)
v periferni krvi a k projevim nemoci (zvysena teplota, poceni, Unava, splenomegalie).
Blasticka faze je co do nalezu v periferni krvi podobna AML. Relativni hodnota
myeloblastl v poméru k ostatnim jadernym burnkam obvykle presahuje v této fazi 20 %.
Obvykle ubyva pocet normdlnich bunék v periferni krvi, jako zralé leukocyty, erytrocyty
a trombocyty. Lécba vtomto stadiu je jiz velice komplikovana. K pfiznakim se zde

pridavaji krvacivé projevy, ubytek hmotnosti, infekéni komplikace a dechové obtize. I°!

4.1.2 Podstata vzniku CML

Vznik této choroby je podminén genetickou zménou, ktera postihuje kmenovou

krvetvornou bunku. VSechny lidské buriky, i ty krvetvorné, obsahuji 46 chromozomu,
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z nichZ je 44 sparovdno do 22 parl (ocislovany 1 aZi 22) a 2 jsou tzv. pohlavni
chromozomy (XX u Zeny, XY u muzZe). U vSech pacientd s CML byla prokdzana
chromosomalni translokace chromozomu 9 a 22 Tuto translokaci oznacujeme: t(9;22).

Velkd &ast malého chromozomu 22 je translokovéna na chromozom 9 a naopak. !

4.1.2.1 Fuzni gen BCR-ABL

ABL1 gen pro c—ABL protein je lidsky homolog v-ABL onkogenu Abelsonova viru mysi
leukémie. Tento gen je lokalizovan na chromozomu 9. 145 kDa velky c-ABL protein patfi
do rodiny nereceptorovych tyrozinovych kindz. Tento gen obsahuje domény SH1
(kindzovd doména), SH2 a SH3, které hraji dalezitou roli pfi skladani signalniho
proteinového komplexu. C-ABL kinaza je prevazné lokalizovana v jadre, vazana na DNA
a jeji aktivita je za normalnich podminek pfisné regulovdna. C-ABL hraje také roli
vregulaci apoptdzy skrze inhibice transkripéni aktivity. Gen BCR se nachdazi na
chromozomu 22, pravé v této oblasti dochazi ke zZlomdm na tomto chromozomu a vznika
fuzni gen BCR-ABL. Na podkladé analyzy RNA se ukazalo, Ze se v pfipadé CML jedna o
fuzni transkript 2 gen(, a to BCR a ABL1. Pravé tento fuzni gen s velkou kindzovou
aktivitou je odpovédny za patologickou myeloproliferaci krvetvornych bunék. !

Obrazek 1: Struktura ABL proteinu a schéma proteinovych domén °!

SH domény A
- e J,_ll_j(_'[f"y' 1oKallizacni signal

‘ | kinazova DNA aktinova ‘
| ‘ J | doména doména doména [ COOH

Atypicky zkraceného chromozomu 22 si poprvé vSimli americti védci P. Novell a D.

SH2

| SH1

Hungerford. Podle mista svého objevu byl tento patologicky chromozom s fuznim
genem pojmenovan jako Filadelfsky (Ph) chromozom. Tak jako jiné geny, i tento
patologicky gen kdéduje vznik proteinu. Vznikajici bilkovina se nazyva BRC-ABL
tyrozinkindaza (protein p120) a ma funkci enzymu. Patologie spocivd vtom, Ze
tyrozinkinaza Bcr-Abl je trvale aktivovana a bunécénou signalizaci aktivuje bez ustani a
kontroly. Vysledkem je nekontrolované mnozeni bunék, které navic ve srovnani se
zdravymi bunkami déle prezivaji. Nositeli patologického fuzniho genu BCR-ABL jsou

véechny nemocné buriky, které vznikly z takto postizené krvetvorné buriky. [©



BCR-ABL1 onkogen (onkoprotein) je lokalizovan v cytoplazmé Ph pozitivnich (Ph+)
somatickych bunék. Fize s BCR genem poskytuje ABL kindze doménu, kterd umoziuje
aktivaci Bcr-Abl kinazy. U pacientli s CML je vétSinou detekovan 210 kDa velky Bcr-Abl
protein (p210), ktery vznika fuzi genu BCR a c-ABL. Onkogenni U¢inek BCR-ABL1 neni
vysledkem pouze jedné abnormalné regulované signdlni drahy, ale celé signalni sité, jejiz
aktivace vede k nddorové transformaci bunky. V kone¢ném dusledku pak signalni drahy
ovlivnéné konstitutivni aktivaci Bcr-Abl kindazy zpuUsobuji indukci neoplastické
transformace a bunécné proliferace, inhibici apoptdzy leukemickych bunék a inhibici

adheze myeloidnich progenitor( v kostni dieni. (!

V blastické fazi CML je exprese Bcr-Abl kindzy zvySend oproti fazi chronické. Je
potvrzené, Ze postranskrip¢ni a postranslacni zmény vyvolané mnohonasobné zvysenou
hladinou Bcr-Abl mohou aktivovat rGzné geny s prokazanou proliferacni a
antiapoptickou aktivitou, stejné jako inhibovat hlavni regulator bunécného cyklu protein

p53. [0l

4.1.2.2 Princip signalni transdukce a tumorigeneze

Rozhodnuti vstoupit do bunééného cyklu nebo ho zastavit, proliferovat nebo aktivovat
apoptézu, zavisi zejména na signalech, které pfijima burika ze svého okoli. Pfenos
extraceluldrniho signalu pres plazmatickou membranu je realizovan pomoci signalni
molekuly (oxid dusny, cytokin, rGstovy hormon), ktera bud v burice difunduje skrz
membranu nebo se vaze na pfisluSny membranovy receptor. Membranové receptory
mohou mit samy o sobé kindzovou aktivitu nebo ji nemaji, ale vtom pfipadé jsou
asociovany s kindzami, jejichz aktivace predstavuje po navazani cytokinu rozhodujici

krok ke spusténi bunééné signalni kaskady. (6!

Z biochemického hlediska jsou kinazy definovany jako pocetna skupina enzym ze tfidy
transferaz, které katalyzuji prenos fosfatovych zbytk( z ATP na substrat. Nejcastéji
fosforylovanymi AMK signdlnich molekul jsou tyrosin, serin a threonin. Signdl pfenaseny
kindzovou kaskadou (jejiz soucasti byva rada nereceptorovych tyrozinkindz) se nakonec
realizuje fosforylaci cilovych protein( (transkripénich faktort), které se premisti do jadra
a spoustéji expresi cilovych gend. Na proteinové Urovni se poté produkty téchto gent

Géastni regulace sebeobnovy, proliferace, pteZiti nebo diferenciace buriky. [©!



Proteiny signalnich drah, které rozhoduji o osudu buriky, jsou kddovany protoonkogeny.
Mutace mohou zménit protoonkogen na onkogen, jehoZ aktivita neni plné zavisla na
extraceluldrnim stimulu. Onkogen mda tumorigenni charakter (stimuluje burku
k abnormalni sebeobnové a proliferaci, inhibici apoptdézy nebo bloku diferenciace).
Burika ma vsSak k dispozici tumor-supresorové geny, jejichz produkty brzdi bunécny
cyklus a mUZe zastavit bunécny rlst. Je zajimavé, Ze déje jako bunécna proliferace a
bunécna smrt mohou mit stejné signalni drahy, a mohou reagovat na stejné signalni
molekuly. Zmény v bunécné signalizaci, které mohou nastat po aktivaci onkogenu
vyvolaji zaroven aktivaci tumor supresorové bariéry. V rané fazi tumorigeneze jsou pfi
poskozeni DNA aktivovany drahy reagujici na poskozeni DNA, tzv. DDR (ATM/Chk2,
ATR/Chk1l a p53/p21). Teprve vyrazeni této tumor supresorové bariéry vede k plné
nadorové transformaci. V nadorové transformaci se uplatiuje soucasné i rfada jinych

signalnich drah jako Hedgehog proteiny a proteiny Wnt signélni drahy (B-katenin). [©!

Obrdzek 2: Princip bunééné signalizace tyrozinkindzovym receptorem ¢!
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4.1.3 Diagnostika CML

Diagnostika CML se sklada ze zjisténi anamnézy (subjektivni posouzeni zdravotniho
stavu, Zivotniho stylu, rizikovych faktorl a genetickych predispozici), zakladniho

fyzikalniho vysSetreni a doprovodného laboratorniho vysetieni. FyzikdIni vySetfeni mlze
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odhalit nékteré symptomy CML jako krvdacivost, zvétSenou slezinu a jatra. Nicméné
zdkladé patologického krevniho obrazu a diferencidlniho rozpoctu leukocyta (dif.).
V chronické fazi CML nachazime vyrazné zmnozeni leukocytd (>20%x10° bb/l) oproti
normé& (4-9x10° bb/l). RovnéZ mohou byt patologické poéty ostatnich krevnich

elementd. [°]

Obrdzek 3: Krevni ndtér pacienta s CML 3%

K pfesné diagndze CML je vétSinou nutné cytologické vysetfeni kostni dfené, ktera se
ziskdvd nejcastéji sterndlni punkci. Zasadnim pro potvrzeni diagndézy se sklada
z cytogenetického nalezu Ph+ chromozomu, ktery je pfitomen u 95% pacientli s CML. U
zbylych 5 % sice Ph+ chromozom nenajdeme, nicméné jeho produkt, fuzni gen BCR-ABL
je pritomen vzdy. Klasické vySetreni cytogenetické je provadéno zkusenym odbornikem
ve specidlni laboratofi a je k nému nutny zpracovany vzorek kostni dfené. Po kultivaci
drefiovych bunék ve specidalnim médiu dochazi k jejich déleni. Nasledné se geneticky
materidl bunék hodnoti specidlnim barvenim alespori na dvacet délicich se bunék.

Prikaz Ph+ chromozomu je znaéeny nasledovné: 46, XY/XX, t (9;22)(q34;q11). B!

Dalsim typem vysSetfeni spadajicim do okruhu cytogenetickych metod je fluorescenéni
in situ hybridizace (FISH). Toto vySetfeni ma ve srovnani s klasickou cytogenetikou vyssi
citlivost. Principem této metody je pouZiti specidlnich fluorescenéné obarvenych sond,

které se primo vdzou na urcita mista na chromozomech. V pfipadé podezieni na CML
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jsou pouzity cilené sondy BCR a ABL1, svitici Cervené a zelené. Pokud je fuzni gen
pfitomen, dojde ke splynuti fluorescencnich signalll, jenz se projevi Zlutym zbarvenim

mista fuze. Vysledek FISH je udan v % BCR-ABL1 pozitivnich bunék. [

Fazni gen BCR-ABL1 je moiné rovnéz diagnostikovat nejcitlivéjsi molekuldarné
biologickou metodou zvanou PCR (polymerase chain reaction). Vyhodou této metody je
pravé v obrovské citlivosti, postizenou buriku miZeme zachytit mezi fadové stovkami
tisic az milionem bunék zdravych. Postizené buriky, které tato metoda namnozi se poté
snadnéji detekuji. PCR umi provést kvalitativni i kvantitativni stanoveni bunék s fuznim

genem BCR-ABL1. P!

4.2 Medikamentozni protinadorova lécba

Medikamentdzni protinadorovou Ié¢bu mizeme rozdélit na konvencni chemoterapii,
antihormonalni terapii, imunoterapii, cilenou a biologickou |é¢bu a experimentalni
genovou terapii. Tézisté medikamentdzni Ié¢by nddor( dosud stéle spociva v konvencni
chemoterapii, byt obohacované fadou novych faktord. U nékterych hormonalné-
dependentnich nadori se ve velké mire uplatiuje také antihormondlni terapie.
V posledni dobé zaznamenavame prudky nastup molekul s cilenym uc¢inkem na rdznych
receptorovych strukturach biologické i syntetické povahy, pro kterou prfevlada oznaceni

biologickd lé¢ba. 4

4.2.1 Konvencni protinadorova chemoterapie

Konvencni protinddorovd chemoterapie je ze vSech metod medikamentdzni lécby
nadoru nejstarsi, dosud nejpouzivanéjsi a zatim nejlépe poznanou a klinicky zavedenou
s fadou standardnich lIé¢ebnych kombinaci, jiz pfesné uréenymi ddvkami a osvédéenymi
indikacemi. Jeji historie saha az do roku 1946, kdy se zjistily cytostatické U¢inky derivatu

cyklofosfamidu.

Konvencni cytostatika interferuji riznymi mechanismy s bunéénym délenim. Jde o l1é¢bu
nespecifickou, méné selektivni a cytotoxickou pro proliferujici bunky, kterych je
zpravidla v nadorech mensina. Jejich rlizna ucinnost u rlznych typd nadorl je dana
multifaktoridlnimi odliSnostmi v metabolismu bunék rGzné histogeneze a vychazi spise

z experimentalniho testovani empirie klinickych hodnoceni. Totéz plati o kombinacich,
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které by mély postihovat rlizné mechanismy ucinku ¢i rlizné struktury a r(izné Urovné
bunécénych funkci. Chemoterapie vidy az do znac¢né miry postihuje také buriky normalni
a je tedy spojena stadou NU, proto jsou ¢asto pouZivany v kombinacich pro lepsi

protinddorové Gcginky na viech drovnich. 4

Mezi cytostatika pouzivana u nadorovych onemocnéni krvetvorby, zejména pak pfi
terapii CML se fadi zejména antimetabolity busulfan a hydroxyurea. Busulfan patfi mezi
alkylacni ¢inidlo s nespecifickym uclinkem ve fazi Go (faze bunécného cyklu).
Hydroxyurea patfi mezi antimetabolity a je inhibitorem enzymu nukleoreduktazy.

Plsobi selektivni inhibici bun&&ného cyklu v S-fazi. !

4.2.2 Moderni cilena a biologicka protinadorova terapie

Cilena terapie je na rozdil od klasické cytostatické terapie zamérena na odliSnosti mezi
nadorovymi a zdravymi burnikami. Cilend terapie neposkozuje genetickou informaci
buriky. Jejim cilem jsou regulacni a signalni kaskady. V SirSim slova smyslu zde fadime i
prostfedky hormonalni terapie. Hormonalni terapie je v praktickém vyuziti spise
antihormonalni [écbou, protoZe stoji na principu antihormonalnich ucink( léku nebo
|éCebnych postupl, které maji eliminovat promotorovy, stimulacni a proliferac¢ni ucinek
prislusného hormonu, pro ktery je nador vybaven specifickymi receptory a lze ho tak
oznaclit za hormonalné dependentni. Cilem antihormonalni 1é¢by je inhibice syntézy

hormon( v misté jejich vzniku. (4!

Termin biologicka IéCba zahrnuje relativné novy typ protinadorovych Iéku, které byly
vyvinuty ve snaze pfednostné plsobit na nddorovou buriku a zmirnit tak NU na zdravé
tkané, které jsou obvyklé u cytostatik. Biologické léky blokuji predevsim molekuly, které

jsou Zivotné dlleZité pro nddorové bunky, ale pro zdravé buriky nemaji velky vyznam.

[46][47]

K 1é¢bé nadorovych poruch krvetvorby se pouzivaji rovnéz interferony. Interferony patfi
mezi cytokiny a vedou obecné ke stimulaci nespecifické obranyschopnosti a sou¢asné
vedou k indukci apoptdzy, s jejiz pomoci dochazi k eliminaci infikovanych bunék. Hlavni
nevyhodou vsak je jejich relativné nizka Gcinnost a relativné mnoho nezadoucich Gcinkd.

V dnedni dobé je jejich vyuziti spise omezené. [®
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4.2.2.1 Cilena inhibice proliferace

Principem je blokdda receptorovych tyrozinkindz, které jsou kliCovymi strukturami pro
extracelularni mitogenni signdly typu rlstovych faktorl. Inhibice je moZna
monoklondlnimi protildtkami (MAb) na extraceluldrni Casti receptoru nebo
nizkomolekuldarnimi tyrozinkindzovymi inhibitory (TKI) na nitrobunécné neboli

cytoplazmatické &asti receptorové molekuly.

Podle ucinku se déli inhibitory tyrozinkindz na receptorové inhibitory, nereceptorové
inhibitory a multikindzové inhibitory. Mezi nejzndméjsi lécebné jiz wvyuZivané
receptorové tyrozinkinazy a ligandy patfi EGFR/ERBB1/HER1. Jde o Casty receptor u
kracinomu streva, plic ¢i aerodigestivniho traktu. DalSimi zastupci jsou tyrozinkindzové

receptory KIT, SCFR, CD117. 4l

Tyrozinkindzové nereceptorové proteiny Cili proteinkindzy maji schopnost fosforylovat,
respektive modifikovat ve smyslu aktivace nebo inhibice dalsi, tzv. downstream
proteiny. Ty predstavuji kliCové regulatory bunécné proliferace a motility. Mezi
nereceptorové preparaty patfi prepardty pouzivané pti |éébé CML rezistentni na

imatinib. 4

Jak jiz bylo uvedeno, nékteré inhibitory se vazi na vice typu receptorovych tyrozinkinaz.
Jsou tedy méné specifické, ale potencialné ucinnéjsi, protoze pokryvaji vice stimulacnich
drah. Patfi zde napfiklad lapatinib, ktery inhibuje HER2 i EGFR, sunitinib jako inhibitor
KIT, PDGFR. 14!

4.3 Inhibitory tyrozinkindzy Bcr-Abl

Inhibitory tyrozinové kinazy Bcr-Abl jsou |écbou prvni linie u vétsiny pacientd s CML. Tyto
preparaty zacaly nahrazovat klasickou cytotoxickou [éEbu cytostatiky a |écbu
interferony. Fuzni gen BCR-ABL kdduje konstanté aktivovanou kinazu. Objev TKI se
zaméfil na vazebné misto ATP, kterd je ndasledné blokovdna. Diky tomu se zabrani
fosforylaci a dochazi tak k selektivni inhibici rlstu bunék exprimujicich proteinovou

kindzu Bcr-Abl nebo tyto patologické buriky podstoupi apoptickou buné&&nou smrt.[27]

Diky zvysujici se resistenci a intoleranci na imatinib bylo snahou vyvinout nové léky,

které by mohly inhibovat tyrozinkindzu Bcr-Abl. To vedlo k racionalnimu vyvoji druhé
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generace TKI, diky zvysenym znalostem strukturni biologie této kinazy. Pritomnost

mutace T315! v ABL kindzové doméné pak vedlo k vyvoji 3. generace TKI. 4142]

4.3.1 TKI prvni generace

Diky jejich neregulovatelné aktivité ve vétsiné lidskych onkologickych onemocnénich,
BCR-ABL, protein kindza C a EGFR byly mezi prvnimi proteinovymi kindzami uréenymi
pro jejich selektivni inhibici. Historie vyvoje TKI saha do roku 1988, kdy bylo zjiSténo,
latka na bazi fenylaminopyrimidinu k vede inhibici kindzy EGFR a potvrdila domnénku,
Ze lze cilit na inhibici specifickych tyrozinovych kindz. Pfestoze mély prvotni TKI nizkou

specifitu a potenci, postupné byly z této slou¢eniny vyvinuty G&inné&jsi struktury. (8

4.3.1.1 Imatinib

Imatinib mesylat je derivatem 2-fenylaminopyrimidinu se sumarnim vzorcem Ca9H31N7O.
Jeho historie saha do roku 1992, kdy se zjistilo, Ze modifikace této slouceniny ucinné
inhibuje tyrozinovou kinazu Bcr-Abl. Imatinib mesylat ucinkuje jako selektivni
kompetitivni inhibitor tyrozinovych kinaz Abl, Bcr-Abl, c-KIT, PDGFRa, PDGFRP a Arg.
Toto lécivo je indikovdno u nové diagnostikovanych nemocnych s CML v chronické fazi
v prvni linii |écby. DalSimi indikacemi jsou Ph+ akutni lymfoblasticka leukemie,
gastrointestindlni stromdlni nddor, chronickd eozinofilni leukemie a systémova

mastocytdza s pozitivitou PDGFRa, . [El8142]

Obrdzek 4: Strukturni vzorec Imatinib mesyldtu [’/
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Mechanismus ucinku imatinibu je nejlépe prozkouman v BCR-ABL pozitivnich burikach.

Zde dochazi k interakci s bilkovinou Bcr-Abl (p210) na nukleotidovém vazebném misté
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tak, Ze zabrani ve vazbé ATP a tim stabilizuje enzym v inaktivni konformaci. Diky tomu
nedochazi k pfenosu aktivniho fosfatu na tyrozin bilkovin, které patfi k substratim
leukemické TK Bcr-Abl. V nukleotidovém vazebném misté (doména Abl) se glycinova
fosfatova smycka (P-smycka) preloZi pres vazebné misto pro ATP, vazebné misto pro
substrat (tim je pravé ATP) se uzavie a katalytickd aktivita enzymu je tim padem
blokovana. Imatinib se vaZze na Abl doménu prostrednictvim Sesti vazebnych vodikovych

interakci. Komplex imatinibu a Bcr-Abl zabrani ATP v dosazeni svého vazebného mista.

[91[6][10][43]

Inhibici fosforylace tyrozinovych zbytk( protein( se zastavi aktivace rady signdlnich
drah, které se podileji na vzniku leukemického fenotypu burky. Imatinib sice
nezabranuje vzniku patologického genu BCR-ABL1, ale brani jeho uUc¢inku na proteinové
urovni. Plisobeni imatinibu vede k apoptdze leukemickych bunék a inhibici proliferace
patologického klonu. Podle nejnovéjsich studii ovsem imatinib neplsobi na leukemické
progenitorové bunky, a proto nedokaze CML vylécit, ale potlacuje rlst leukemického

klonu na klinicky bezpeénou Groveri onemocnéni. [61°11101143]

Obrdzek 5: Mechanismus piisobeni Imatinibu [
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https://en.wikipedia.org/wiki/Imatinib

Po perordlnim podani se Imatinib vstfebava rychle, maximalni koncentrani hladiny
dosahuje asi 1 aZz 3 hodiny po aplikaci, a to bez ohledu na sou¢asné potiti jidla. Biologicka
dostupnost latky presahuje 97 %. Biologicky polocas (t;,,) pisobeni Iéku se pohybuje
mezi 15 az 20 hodinami, coZz umoznuje jeho uziti v jedné denni davce. Farmakokinetické
parametry se po opakovaném podani neméni, rovnovazny stav hladiny je dosahovan asi
po mésicni I1éCbé. Imatinib se v plazmé témér kompletné vaze na bilkoviny, zejména
albumin. Metabolizuje se v jatrech systémem P450, a to zejména izoenzymem CYP3A4.
Vysledkem degradace je fada metabolit(, jez se vylu€uji z organismu zejména stolici a

modi. Doporuéena denni davka pro dospélého &lovéka je 400 az 600 mg. (6129

Za dostatecné ucinnou se povazuje hladina 1 umol/I, respektive 493,6 ug/l. Podle jinych
studii je vSak ucinna az hladina 1000 pg/l. Onemocnéni jater mliZe zvysit koncentraci
tohoto léciva v plazmé az o 50 %. U hematologickych malignit je Imatinib podavan
obvykle jednou denné v ddvce 400 az 800 mg béhem jidla a s dostate¢nym mnozstvim
tekutin. Davky nad 1000 mg denné nevedou k vyznamnému zvySeni |écebného Ucinku.
Davky pod 300 mg/den naopak nejsou dostatecné ucinné. Davka 400 mg denné se
pouziva jako inicidlni ve vétsiné pripadl a v chronické fazi nemoci. Pfi malé odpovédi
nebo v pokrocilych fazich nemoci se doporucuje denni davku zvysit na 600 az 800 mg.
V pripadé nedostatecné odpovédi nebo progrese CML a také pfi podezfeni, Ze nemocny

neuziva lék, je standardné doporuceno terapeutické monitorovani |é¢by. [€1129]

Imatinib prokazal ucinnost ve vSech klinickych studiich u nemocnych Ph+. Mnohé studie
ale prokazuji, Ze mGze vzniknout resistence na léCbu. V blastické fazi je Ié¢ba imatinibem
kombinovana s cytostatickou |écbou. Studie prokazaly lepsi Uclinnost imatinibu
v akcelerované fazi. Pravdépodobnost preZiti bez progrese po 18 meésicich |éCby
dosahuje v nékterych studiich az 96,7 %. Obecné lze fict, Ze imatinib je velmi dobre
tolerovany lék a vyskyt zadvaznych neZadoucich uginkd je velmi nizky. Mezi nejéastéjsi NU
patfi slabost, gastrointestinalni problémy, zmény hladin mineral( v krvi a hematologické

NU jako neutropenie a trombocytopenie. €[]

4.3.2 TKI druhé generace

Resistence na imatinib je hlavni davod v pokracujicim vyzkumu a vyvoji modernéjsich

TKI. Tyto nové preparaty byly racionalné navrzeny jako dlsledek zkoumani struktury
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Imatinib-Bcr-Abl, aby obsahovaly selektivnéjsi a ucinnéjsi strukturu pro vazbu na ATP.
Obecné lze rezistenci na imatinib rozdélit do dvou kategorii. Prvni kategorii je Bcr-Abl
dependentni rezistence. Tato rezistence vznika bodovymi mutacemi v kindzové doméné
(mutace T315l, mutace P-smycky) Bcr-Abl, které interferuji svazbou na imatinib.
Rezistence na imatinib mlzZe byt rovnéz zpusobena amplifikaci Bcr-Abl proteinu. Mezi
Bcr-Abl non dependentni faktory zvySujici rezistenci tohoto preparatu patfi
farmakokinetické a farmakodynamické interindividudini rozdily a aktivace rlznych

dalsich kindz (SRC) a P — glykoproteinu. FI1141]

Tyto nové prepardty maji snizenou resistenci a intoleranci nez imatinib. Mezi TKI druhé

generace Fadime nilotinib, dasatinib, bosutinib. [°1111]

Obrdzek 6: Mechanismy resistence na TKI
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4.3.2.1 Nilotinib

Nilotinib je selektivni kompetitivni tyrozinkindzovy inhibitor Bcr-Abl na bazi
aminopyrimidinu se sumarnim vzorcem CgH22N70F3.HCI,H,0. Nilotinib selektivné
kompetitivné inhibuje tyrozinové kindzy Bcr-Abl, PDGFR, Kit, CSF-1R, DDR a ephrin-A4
receptorové kinazy. Jeho selektivita se projevuje tim, Ze je vyznamné méné ucinnym
inhibitorem PDGFR a Kit neZ imatinib. Struktura tohoto lécCiva vychazi ze zkoumani
struktury komplexu imatinib-Abl. K Abl kindzové doméné se vaze asi 30x vétsi afinitou
neZ imatinib, pricemzZ relativni Ucinnost vic¢i jednotlivym mutovanym formam je
podobna imatinibu. KAbl kindzové doméné se vaze predevSim prostfednictvim

lipofilnich interakci (4 vodikové vazby a mnoho van der Waalsovych interakci) a tim
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blokuje jeho katalytickou aktivitu. Nilotinib prokazal ucinnost proti vétsiné mutaci

rezistentnich na imatinib, krom mutace T315I. [6][25]144]

Pti davkovani 400 mg 2x denné je dosahovana primérna plazmaticka hladina 1,7 pmol/I,
pfi které dochazi k maximalni Gcinné inhibici (ICs0). Po peroralnim uZiti se lék vstfebdva
pfiblizné z jedné tretiny a dosahuje maximalni koncentrace v medianu tfi hodin po
aplikaci. Ukazalo se, Ze pfi zvySeni jednotlivych davek nad 600 mg se nezvysuje
plazmaticka koncentrace. Nilotinib se vaze z98 % na bilkoviny a ma vyznamnou
extravaskularni distribuci. Biologicky polocas eliminace (t;/;) ma okolo 17 hodin.
Nilotinib a jeho derivaty nejsou vylu¢ovany ledvinami, hlavni cestou eliminace je jaterni
metabolismus. Nilotinib je substratem a soucasné inhibitorem izoenzymu P450 CYP3A4.
Optimalni ddvkovani je 2x denné po 400 mg. Je indikovdn v lé¢bé chronické nebo
akcelerované fazi CML s prokazanou rezistenci nebo intoleranci vici imatinibu. Jako

nezadouci U&inky se mohou objevit alergické kozni reakce, myelotoxicita a nevolnost. [

U pacientd s rlznymi leukémiemi byly v pribéhu lécby pozorovany vzacné pripady
reverzibilniho, benigniho zvyseni bilirubinu. Enzym Uridindifosfat
glukuronosyltransferdaza 1A1 (UGT1A1l) glukuroniduje bilirubin. Polymorfismus v
promotoru genu, ktery jej kéduje, je spojen s hyperbilirubinémii béhem |é¢by
nilotinibem. Pro dosaZeni optimalni farmakoterapie nilotinibem se zohlednuji vysledky

genotypizace UTG1A1. 140

4.3.2.2 Dasatinib

Dasatinib je derivat thiazolkarboxamidu se sumarnim vzorcem Cz;H26CIN7O,S. Dasatinib
se prezentuje jako ucinny kompetitivni inhibitor tyrozinové kinazy Abl, Bcr-Abl, c-Kit, a
dalsi. Dasatinib interaguje s TK Bcr-Abl (p210) na vazebném misté pro ATP, a to jak
v inaktivni, tak v aktivni konformaci enzymu. Inhibice aktivni formy enzymu neni v jeho
pripadé zavisla na poloze aktivacni klicky, protoze dasatinib vytvari pfi vazbé s kindzou
méné kontaktnich mist. Jeho pozadavky na konformaci vazebného mista jsou nizsi nez u
imatinibu. Diky tomu je Ucinny i u vétSiny mutovanych forem kinazy Bcr-Abl, jez jsou
k imatinibu rezistentni. Stejné jako Imatinib, neni i¢inny na leukemické kmenové buriky.

Dasatinib je ucinny na vétSinu mutaci Bcr-Abl kindzy krom mutace T315I. Je rovnéz
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odolny v(¢i non Bcr-Abl dependentnim resistencim. Také se jednd o inhibitor kindz

rodiny SRC a je substrdtem mnoha efluxnich pump (napf¥. P-glykoproteinu). (61431

Na rozdil od imatinibu staci k efektivni zastavé rlstu leukemickych bunék pouze
kratkodobé plsobeni dasatinibu. Z hlediska t¢innosti a vyskytu NU je vyhodné tento 1ék
poddvat pouze jednou denné, a to v davce od 30 do 120 mg. V chronické fazi CML je
doporucena denni ddvka 100 mg, pfi pokrocilych stadiich nemoci asi 140 mg. Oproti
nilotinibu je mensi Sance selhani IéCby a vétsi Sance na preZiti u nemocnych bez

progrese. Nezadouci uginky jsou podobné jako u imatinibu. (614!

4.3.3 TKI treti generace

Pfitomnost mutace T315I v ABL kindzové doméné je indikaci k pouZiti TKI 3. generace,
ponatinibu. Ponatinib je tyrozinkindazovy inhibitor schvédlny k 1é¢bé CML rezistentni na
imatinib a TKI druhé generace. Jeho klinické pouziti vSak mize byt spojeno s mnohymi
nezadoucimi ucinky, jako arteridlni trombdza a Zilni tromboembolie. Vyskyt téchto
nezadouciho ucinkl je zavisly na podané davce a vysledné plazmatické koncentraci

tohoto Ié¢iva. [251141]

4.3.4 Terapeutické monitorovani TKI a interpretace vysledku

Doporuceni pro monitorovani nemocnych s CML v chronické fazi |écenych imatinibem
nebo TKI druhé generace vyplyva z vySe uvedeného. Béhem prvnich tydna |écby je
dllezité se zaméfit na sledovani hematologické odpovédi. | z dGvodi vyskytu cytopenii
je nezbytné vysSetfovat nemocného vtydennich nebo alespori dvoutydennich
intervalech. Sledovani plazmatickych hladin imatinibu ¢i TKI druhé generace mohou
pomoci pfi odhaleni rizikovych a nespolupracujicich pacientl. Pro odhaleni uc¢innosti TKI

je nutné se zaméfit na hematologickou odpovéd a cytogenetické vysetteni. [

Plazmatické hladiny imatinibu v minimu pred davkou u pacientd s GIST jsou nad
1100 pg/l. Strategie terapie pri podavani imatinibu pacientiim s CML pak spociva ve
standardnim davkovani 400 mg imatinibu denné. Cilena hladina pro imatinib by se pfi
optimalnim davkovani méla udriovat v rozmezi 1000 pg/l az 3000 pg/l. Vtomto
terapeutickém rozmezi lze dosahnout nejlepsSich lécebnych vysledk(l v kombinaci

s minimalnim vyskytem nezadoucich ucinkG. Pokud neni farmakologicky ucinek a cilova
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hodnota v koncentracnim minimu je nad 1000 pg/l, pfechazi se na druhou generaci TKI
(Nilotinib, Dasatinib). Pfed podanim nilotinibou se davkové schéma fidi vysledky
genotypizace UGT1A1. Podle toho se nasadi davka inicialni 600 mg/den nebo 300-400
mg/den, pfipadné dasatinib. Cilové koncentra¢ni minimum pred davkou nilotinibu je pak

dle davky rozmezi 500 aZ 800 ug/I. 2%

Terapeutické rozmezi uvadéné pro TKI ma charakter doporuceni. Terapie uvedenymi
cytostatiky je plné v kompetenci odbornych specialistl a vyZzaduje individualizovany
pfistup podle konkrétniho klinického stavu pacienta tak, aby byl ucinek optimalni

s minimem neZadoucich ucink(. 221
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5. ANALYTICKE METODY POUZIVANE V SOUCASNOSTI
PRO STANOVENI TKI

V souCasné dobé se vétSina chemicky stabilnich IéCivych latek stanovuje pomoci
kapalinové chromatografie v kombinaci s hmotnostni detekci. Vysokoucinna kapalinova
chromatografie v kombinaci hmotnostni spektrometrii je velice citlivd a zaroven
vykonnd metoda schopnd kvalitativni i kvantitativni analyzy. V rdmci vypracovavani

diplomové prace se TKI stanovovaly pomoci systému UPLC-MS/MS.

5.1 Vysokoucinnad kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je analyticka technika pouzivana k separaci
sloZzek analytu vyuZivajici kapalinu jako mobilni fazi (dale MF). Princip vysokoucinné
kapalinové chromatografie (ddle HPLC) spociva v rozdéleni sloZzek analytl mezi dvéma
fazemi. Zde pini Ulohu MF kapalina, kterd pomoci vysokotlakého Cerpadla proudi skrz
kolonu naplnénou sorbentem. Sorbent, ktery je soucasti kolony obsahuje ¢astice velké
pouze nékolik mikrometrd a plni Ulohu stacionarni faze (dale SF). Vyhodou HPLC oproti
plynové chromatografii je moZnost pracovat za laboratorni teploty bez nutnosti

prevadét vzorek na plynnou fazi. (151171118l

5.1.1 Komponenty HPLC systému

HPLC sytém se sklada ze zasobnikl mobilni faze, odplynovace mobilni faze,
vysokotlakého cerpadla, smésovace mobilni faze, davkovace vzorkd (autosampleru),
analytické kolony a detektoru. Mobilni faze se do kolony ¢erpa vykonnymi binarnimi ¢i
kvartérnimi cerpadly (pumpami) s programovatelnym pohybem pistd. Vykonné
cerpadlo vytvati tlaky az 100 MPa a umoznuje pratoku MF sorbentem v rozmezi od 0,01
do 10 ml za minutu. Pro zvyseni Cistoty MF je nezbytné jeji odplynéni a prefiltrovani.
SloZeni mobilni faze maze zlstat stalé (izokraticka eluce) nebo se béhem separace méni
(gradientova eluce). Naprogramované smésovaci zatizeni s vyuzitim zdsobnikd rdznych
kapalin pripravuje slozeni MF v prlibéhu separace. Davkovaci zafizeni vyuZivajici

vétsSinou vicecestny ventil je fizeno softwarem.
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Kolona pouzivana v HPLC systému v podobé trubice zodolného nerezavéjiciho
materidlu o délce 100 az 300 mm a priméru 2 az 5 mm je naplnéna zminénym
sorbentem. Naplriovy materidl pro analytické kolony v HPLC/UPLC ma prdmér 1,5 az 5
um. Moderni HPLC/UPLC pfistroje pouZzivaji kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi s
velikosti 2 az 5 um. Tyto ¢astice umoziuji vyssi ucinnost separace za cenu zvyseni tlaku
v systému. Dalsi ¢asto vyuzivanou moznosti sorbentu je aplikace monolitickych kolon na
bazi silikagelu , aluminia nebo organického polymeru. Jako ochrana hlavni kolony se
¢asto pouzivaji pfedkolony umisténé mezi ¢erpadlo a davkovaci zatizeni nebo ochranné

kolony umist&né mezi davkovaci zafizeni a analytickou kolonu. (24

Detektory pouzivané v HPLC spadaji obecné do kategorii univerzdlnich a selektivnich,
koncentraénich a hmotnostnich, ¢i destruktivnich a nedestruktivnich. Ve vSech
pfipadech se jednd se o zafizeni, které monitoruje zmény slozeni MF méfenim
fyzikalnich nebo chemickych veli¢in. Detektory pouzivané v HPLC musi vykazovat nizkou
Uroven Sumu a driftu v kombinaci s vysokou citlivosti, rychlou odezvou a univerzalnosti.
Nejcastéji pouzivany detektor v technikdch HPLC je detektor absorbance UV-VIS, avsak

v soulasnosti se pfechdzi na detekci pomoci hmotnostni spektrometrie. (171118l

5.1.2 Podminky separace a separacni médy HPLC

Podstatou interakce analytu se stacionarni fazi rozliSujeme fadu rdznych variant
provedeni HPLC. Diky znalosti téchto faktor( uréujeme spravny vybér kolony a sloZeni

mobilni faze pro dany analyt.

Principem adsorpcni kapalinové chromatografie je interakce mezi slozkami analytu
a sorbentem. Nepolarni rozpoustédla maji mensi eluéni silu nez rozpoustédla polarni.
Polarni latky se eluci vylouéi pozdéji. Chromatografie s reverznimi fazemi pro zménu
umoZiuje separaci na obrdcenych fazich. PouZivaji se nepolarni stacionarni faze
(uhlikaté retézce na bazi silikagelu) a polarni MF, jako acetonitril. Podstatou je
hydrofobni interakce analytu na adsorbentu. Nepolarni latky jsou eluovany pozdéji nez
polarni. lontové-vyménna chromatografie zalozena na interakci kovalentné
imobilizovanych iontovymeénnych skupin SF s iontovymi skupinami analytu. Metoda je
vhodna pro déleni ionizovanych latek. Vylucovaci chromatografie déli latky podle jejich

hydrodynamického objemu, ktery je ve vztahu k jejich molekulové hmotnosti. Analyty
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s vy$Si molekulovou hmotnosti jsou analyzovany prednostné. Afinitni chromatografie je
specialni mod zaloZzen na specifickych biochemickych interakcich mezi specidlnim
selektorem na SF a analytem. PouZivd se zejména pro analyzu bilkovin, enzyma,

protein(, lipidG a sloZitych smési. [171028]

5.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je metoda analytické chemie, pomoci které analyty
separujeme podle jejich pomérl hmotnosti a naboje (m/z). NezZ je zahajen proces déleni
iontd v hmotnostnim analyzatoru a nasledné detekci, musi byt nejdfive analyzovana
latka ionizovana. Hmotnostni spektrometr se obvykle sklada ze tfi ¢asti, a to iontového

zdroje, hmotnostniho analyzatoru a detektoru ¢astic.

5.2.1 lontovy zdroj

Jak uzZ bylo vysvétleno, pfed samotnou analyzou je potieba vzorek ionizovat, a k tomu
iontovy zdroj slouzi. Neutrdlni molekuly analytu jsou viontovém zdroji pfevedeny na
nabité Castice (proces ionizace). Konstrukce iontového zdroje se lisi podle pouZité
ionizac¢ni techniky. Z analyt( vstupujicich do iontového zdroje spolecné s matrici vznikaji
kladné nebo zaporné nabité molekularni ionty, adukty anebo v nékterych pfipadech
méné stabilni latky a fragmenty. lontové zdroje miZeme obecné rozdélit na ,tvrdé”,
»meékké” a ambientni. Typickym zastupcem skupiny ,tvrdych” zdroji je elektronova
ionizace (El), ktera je zaloZena na principu preddani energie leticich elektrond molekuldm
analytu. Timto typem ionizace nejcastéji ziskdvame kladné nabity radikal molekuly a
jeho bohaté fragmentaéni spektrum. Mezi nejéastéji pouZivané ,mékké” ionizacni
techniky patfi ioniza¢ni techniky za atmosférického tlaku (APIl). API techniky se pouzivaji
pro nepolarni nizkomolekularni latky, zatimco ESI se pouziva pro analyzu latek spise

poldrnich a vysokomolekuldrnich. (611911201

5.2.2 Hmotnostni analyzator

Nezbytnou a klicovou soucasti hmotnostniho spektrometru je hmotnostni analyzator,
kde dochazi za vysokého vakua k déleni iontl v plynné fazi podle jejich poméru

hmotnosti a ndboje (m/z). Déleni iontl Ize dosahnout na zakladé rGznych fyzikalnich
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principu, jako zakfiveni drahy letu iont(, oscilaci iontd v kombinaci stejnosmérného a
stfidavého napéti nebo rozdilnou rychlosti letu iontd. Analyzatory mizeme rozdélit do
nékolika skupin. Prvni skupinou jsou tzv. skenujici analyzatory, které kontinudlné v ¢ase
separuji a vysilaji k detektoru ionty s urcitou hodnotou m/z. Typickymi zastupci jsou
kvadrupdlové analyzatory nebo sektorové pristroje. Druhou skupinu zahrnuji
analyzatory s transmisi vSech iontd soucasné do letové trubice, kde pak dochazi k jejich
separaci diky rozdilné dobé letu k detektoru (priletové analyzatory, TOF). Dalsi skupinu

tvofi analyzatory zachycujici ionty v cele &i pasti (iontové pasti, orbitrap). 171119

5.2.2.1 Kvadrupdlovy analyzator

Jednoduchy kvadrupélovy analyzator se skladd ze sady Ctyr paralelnich kovovych tyci
(elektrody), na které je privedena kombinace stfidavého i stejnosmérného napéti (DC,
RF voltage). Elektrody naproti sobé maji vidy stejnou polaritu (dva kladnou a dva
zapornou). Kombinace konstantnich a ménicich se vysokofrekvencnich napéti umoznuje
prenos vybraného pasma hodnot m/z k detektoru. Hmotnostni analyzator toho typu tak
slouzi jako filtr, ktery pomoci méniciho se RF a DC napéti na elektrodach propousti
k detektoru pouze ionty s uréitou m/z. Podle poméru m/z pak prochazeji urcité ionty

k detektoru dfive ¢i pozdéji.

Obrdzek 7: Schéma funkce jednoduchého kvadrupdlového analyzdtoru 139

Pre Filter

Quadrupole Filter

Samotny jednotny kvadrupdlovy analyzdtor m(ze pracovat ve dvou reZimech. Ve
skenovacim rezimu (SCAN) se kontinudlné méni elektrické pole, coz umoznuje promérit
vsechny hodnoty m/z v kratkém casovém useku (napf. 100 msec az 1 sekunda). Ve
druhém rezimu (SIM) se nastavi elektrické pole kvadrupdlu tak, aby prochazely ionty
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pouze s pfislusnou velikosti m/z. Po cely ¢as analyzy tak prochdzi analyzdtorem pouze
urcéitda m/z, analyza je tak citlivéjsi. Princip trojitého kvadrupdlového analyzatoru bude

podrobnéji vysvétlena v kapitole 5.4.3. [161119](23]

5.2.3 Detektory v MS

Detektor ¢astic slouzi k detekci iontll po jejich rozdéleni podle m/z a k uréeni relativni
intenzity (Cetnosti) jednotlivych iontl. Detektory iontld pouZivaji vSechny analyzatory,
kromé téch, kde je v analyzatoru zaroven provadéna i detekce. Obecné Ize detektory
délit do dvou skupin. Do prvni skupiny fadime detektory, které zaznamendvaji vSsechny
ionty bez ohledu na velikosti m/z. Tyto detektory jsou zaloZeny na pfimém méreni
elektrického proudu, ktery vznikd pfi srdzice iontu s dynodou a nasledné je zesilovan
pomoci nasobic¢d. Do druhé skupiny fadime detektory, které jsou schopny zaznamenat
ionty i ve vztahu kvelikosti m/z. Do této skupiny radime iontové cyklotronovou
rezonanci a orbitrap. lonty jsou detekovany jako komplexni ,proudovy obraz” vSech
pritomnych iontd s rdznymi hodnotami m/z diky indukci proudu v ddsledku pohybu
iontd v hmotnostnim analyzatoru. Nasledné je signal zpracovan pomoci Fourierovy

transformace. (1!

5.3 LC/MS detekce

Spojenim kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie Ize dosdhnout
maximalni mozné informace o analytu. Kapalinova chromatografie analyt rozdéluje na
zakladé vlastnosti analytu vzhledem ke staciondarni fazi. Hmotnostni spektrometrie pak
slouzi jako dalSi analyzator a detektor, ktery urci molekulovou hmotnost latky a jeji
strukturu. Pro zakladni informace o analytu slouzi spojeni LC/MS, pro strukturni a

komplexni informace se pouzivd tandemovy systém LC-MS/MS. (24

5.3.1 Rozhrani LC/MS

Hmotnostni analyzator pracuje za vysokého vakua 10> aZ 107 torr(. Rozhrani LC/MS
musi byt schopné odstranit nezddouci slozky eluentu a zdroven nesmi odstranit
detekovany analyt. Tato rovnovadha je vyfeSena kombinaci ohfati, snizeni tlaku a

vysusovani nezadoucich sloZzek mobilni faze, které by mohly ovlivnit signal na detektoru.
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Z duvodu relativni neslucitelnosti stavajicich iontovych zdroji MS s kontinudlnim
proudem kapaliny bylo vyvinuto nékolik specialnich rozhrani. Prikopnikem spojeni LC a
MS byl védec Mclafferty a jeho spolupracovnici, ktefi vynalezli kapilarni vstupni
rozhrani. Pozdéji bylo jesté vynalezeno rozhrani s ionizaci termosprejem a rozhrani
narazem urychlenych atom(. Tato rozhrani vsak nebyla spolehlivd, tudiz bylo pouziti LC-
MS v klinickych laboratofi velmi omezené. V soucasné dobé se jako rozhrani pouzivaji
techniky na bazi iontovych zdrojid hmotnostniho spektrometru jako ESI, APCI, APPI. Tyto
zdroje usnadnuji pfechod z prostredi s vysokym tlakem HPLC do podminek vysokého

vakua v hmotnostnim analyzatoru. [141161(24]

5.4 Agilent 6490 Triple Quadrupole

Metoda kvalitativni a kvantitativni analyzy imatinibu a nilotinibu vyuZivala pfistroj
Agilent 6490 Triple Quadrupole LC/MS system. Jedna se o modularni systém, ktery se
skldada z kapalinového chromatografu UPLC 1290 Infinity (Agilent) a tandemového
hmotnostni spektrometru 6490 Triple Quadrupole (Agilent) pracujici s ESI iontovym

zdrojem. 123!

Obrdzek 8: Schéma pfistroje Agilent 6490 Triple Quad, oznacené &dsti ukazuji vylepseni 123!
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5.4.1 lontovy zdroj

Systém Agilent pouZivda multimodalni iontovy zdroj, kombinujici techniku ESI a APCI.
Elektrosprej (ESI) je univerzalni ionizacni technika, jenZ dovoluje ionizaci stfedné
polarnich molekul aZz po molekuly iontového charakteru. lonizace probiha aplikaci
silného elektrického pole na elektrodu za atmosférického tlaku. Proces zahrnuje tvorbu
nabitych kapicek (aerosolu) na hrotu nabité kapilary, do které vstupuje eluovany roztok
(MF s analyty vychazejici ze systému UPLC 1290 Infinity#é'e"). Tvorba aerosolu je
podporovana koaxialné proudicim plynem. Mobilni faze je z nabitych kapi¢ek béhem
velmi kratkého procesu postupné odpafovana proudem plynu o zvySené teploté, ¢imz
se zvySuje jejich ndboj. V urcitém bodé pak dochdazi k coulombické explozi nabité
kapi¢ky. Pfi zmenseni kapi¢ek na uréitou mez jiz nevede odpuzovani stejné nabitych
iontd k rozpadu kapek, ale ionty jsou uvoliovdny z jejich povrchu do plynné faze.
Nasledné pak rtzné nabité ionty vchazi do oblasti iontového analyzatoru. lonizace
elektrosprejem se vyznacuje vysokou robustnosti v rutinnim pouziti, avSak negativni
vlastnosti je iontova suprese pti pouziti nevhodného analytu. U pfistroje 6490
Triple Quad najdeme na iontovém zdroji ESI vylepSenou hexaborovou kapilaru tento

zdroj se oznacuje jako Jet Stream®, [1611191(23]

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) je oblibenym doplrikem elektrospreje.
ProtoZe APCl negeneruje vicendsobné nabité ionty a pracuje pfi vyssich teplotach, béiné
se pouziva k analyze mensich, tepelné stabilnich polarnich a nepolarnich slouc¢enin. Zdroj
APCl spoleénosti Agilent je citlivy, pfesto extrémné robustni diky ortogonalnimu spreji a
protiproudému susicimu plynu. Stejné jako zdroj ESI mize generovat kladné i zaporné

ionty a polaritu iontl Ize jednoduse pfepinat. 1611191231

5.4.2 Predniiontova optika, Cerpadla

Klicovou komponentou kazdého hmotnostniho spektrometru je predni iontova optika,
ktera se podili na prenosu iontli ze zdroje ke kvadrupdlovému analyzatoru. Klasicka
optika hmotnostniho spektrometru se sklada ze skimmeru, ktery uréuje propustnost
iontd vstupujicich do kvadrupodlu a ¢ocky (iontovy oktopdl). lontova optika rovnéz slouzi
k zahusténi a uceleni proudu iontll a zbaveni necistoty analytu, ktera by mohla rusit

cilovy signal. U systému Agilent 6490 Triple Quad je skimmer nahrazen technologii
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dualniho iontového trychtyre (Dual lon Funnel). Ze zdroje odebird az 10x vice plynu
bohatého na ionty a zachytava vétsinu plynu ze zdroje, coZz ma za nasledek vyznamné
zvySenou citlivost a zdroven odstranuje necistoty (organickd rozpoustédla apod).
lontovy paprsek je nasledné veden zdualniho iontového trychtyfe kiontovému
oktopdlu, ktery udrZuje iontovy paprsek zahustény a poskytuje prenos iontl ke

kvadrupélovému analyzatoru. (23]

Ptistroj ma dvé nizkotlaka olejova Cerpadla (rough pump) a tfistupriové turbocerpadlo.
Dvé olejova Cerpadla jsou potfebna ke snizeni tlaku v dualni iontové trychtyfi. Druhé
turbocerpadlo je pfidano pro vytvoreni nejvyssiho vakuového stupné, pomdaha odcerpat
plynnou zatéz vychazejici z prostoru hexapolového pole, axidlniho pole a zakfivené

kolizni cely. 23!

5.4.3 Trojity kvadrupdlovy analyzator

Obzvlasté uzite¢nd konfigurace hmotnostniho spektrometru je dosazena umisténim
kolizni cely mezi dva kvadrupdlové analyzatory. Tato kombinace se nazyva trojity

kvadrupdlovy hmotnostni analyzator (QqQ) a fadi se mezi tandemové MS techniky.

Jak jiz bylo zminéno, kvadrupdlovy analyzator (Qa) tvoti ¢tyfi paralelni hyperbolické tyce,
které filtruji urcitou m/z. U pfristroje Agilent pracuje Qi i Qs s vylepSenou letovou
technologii. Vyfiltrované ionty jsou poté fragmentovany v kolizni cele (q), coz je
hexapolova zakfivena cela vyplnéna dusikem. Aplikaci vyssiho tlaku kolizniho plynu a
urychleni iontd elektrickym polem zde dochazi ke srazkam iont( leticich z Qi
s molekulami kolizniho plynu (N2, Ar). Srazky vedou ke zvyseni vnitfni energie iontl a tim
k jejich fragmentaci na fragmenty, které vstupuji do dalSiho kvadrupdlu (Qs). Ve tretim
kvadrupdlu probiha dalsi filtrovani fragmentl pomoci rozdilného napéti a rovnéz se

zajistuji MRM prechody prekurzorovych na produktové ionty. [1611191(23]

V tomto usporadani dochazi na rozdil od ,in source disociaci” ke kolizné indukované
disociaci prekurzorového m/z na produktové ionty. K disociaci iontu dochazi po kolizni
excitaci. K excitaci dochazi nejcastéji srazkami s inertnim (koliznim) plynem a dochazi

k rozpadu tohoto iontu na fragmentové ionty, jejichZ spektrum zmé&fime. 132

29



Trojity kvadrupdl umi obecné pracovat ve Ctyfech rezimech. Prvni rezim se nazyva ,sken
produktovych iontd“. Prvni kvadrupdl (Qi) propousti ion s definovanou m/z, treti
kvadrupdl (Qs) provadi skenovani v celém rozsahu. Ve druhé rezimu nazyvaném ,sken
prekurzorovych iont(“, kdy Qi1 skenuje ionty v celém rozsahu a Qs propousti specificky
fragment. Treti rezim, ve kterém umi trojity kvadrupdl pracovat se nazyva ,sken
neutralni ztraty”. Vtomto reZzimu Qi skenuje m/z v celém rozsahu a Qz skenuje m/z
s pevnym posunem vzhledem k Qi. Tento rezim se pouZiva pro detekci strukturné
podobnych analytll, které eliminuji nebo ziskaji spolecnou neutralnim molekulu pfi
kolizi. Posledni rezim se nazyva ,MRM* neboli ,skenovani rozpadu iontu”. Tento rezim
funguje tak, Ze v Qi probiha vybér iontl prekurzoru a v Qs probihd vybér produktd.

Monitoruji se tak urcité reakce (rozpady prekurzorovych iontl na ionty produktové).

[16][19]

Systém Agilent mlzZe pracovat s dynamickym rezimem MRM. Prechody iontl a
jednotlivé retencni ¢asy pro kazdy analyt jsou uloZzeny v metodé. Seznamy prechodu
MRM se poté vytvareji dynamicky v prdbéhu béhu LC/MS analyzy na zakladé retenc¢niho
casového okna pro kazdy analyt. Timto zplsobem jsou analyty sledovany pouze pfi jejich
eluci z LC systému a nejsou zbyteéné monitorovany MS systémem, pokud se jejich eluce

neolekava. 23

5.4.4 Detektor

Systém vyuziva vysokoenergeticky dynodovy detektor, ktery se sklada ze dvou dynod
kolmych na iontovy paprsek a neutraly. Tato orientace sniZuje moznost, aby neutralni
molekuly ovliviiovaly detektor, a soucasné pritahovaly ionty vysokym napétim. Dynody
slouzi k preméné iontl na elektrony, nez ovlivni multiplikator. Konstrukce mimo osu také

umoziuje prichod neutrald bez zasaZzeni detektoru. (23]
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6. VALIDACE ANALYTICKYCH METOD

Abychom byli schopni dosahnout spolehlivych a vérohodnych vysledk(, je nezbytné
kazdou vyvijenou analytickou metodu validovat. Cilem validace analytické metody je
prokazat a ovéfit (verifikovat) jeji vhodnost pro zamysleny ucel. Verifikace je poskytnuti
objektivniho dlikazu, Ze dana polozka splfiuje specifikované pozadavky. To znamen3, ze
data o analytickych znacich deklarovana vyrobcem, jinou laboratofi nebo referencni
instituci jsou v dané laboratofi dosazena s vyuzitim konkrétniho mériciho systému.
Validovana metoda potvrzuje prostiednictvim objektivnich didkazd, Ze byly splnény
pozadavky pro jeji zamyslené poufZiti. Kazda analytickd metoda by méla byt dostatecné
presna, spravna, sdostateCnou Urovni méfeni a sradné provedenou kalibraci.
PoZadavek na validaci metody vychdzi z pozadavkd zdkaznika, zadavatele, organu a
jinych autorit. Tyto orgdny maji na starost také vydavani smérnic, podle kterych se

proces validace provadi. (121131121]

Validace metod je v klinickych laboratotich vyzadovdna normami managementu kvality
ISO 15189. Procesy validace a verifikace jsou podklad pro hodnoceni vhodnosti a po-
uzitelnosti metod v klinickych laboratofich. Validacni procesy jsou také soucasti
programl managementu kvality i podkladem pro vyhodnoceni nejistot méreni a
demonstraci ndvaznosti a porovnatelnosti vysledkli méreni. Kone¢nou odpovédnost za
adekvatni validaci nebo verifikaci postupu méreni vSak nese samotna laborator. Mira
usili, které musi vlastni laboratof pfi validaci vyvinout se vyrazné lisi podle toho, zda
predmétem validace je nova metoda vyvinuta v laboratofi ¢i béZzné v oboru pouZivana.
Laboratof je vSak povinna verifikovat i metody, u nichZ provedla sama validaci.
Pozadavky na validaci v ramci klinické farmakologie jsou jasné definovany v zakladni
smérnici, na kterou se odkazuji Evropska agentura pro |écivé ptipravky (ddle EMA) ¢i

Utad pro potraviny a lé¢iva v USA (ddle FDA). [121211[35](37]

6.1 Parametry ovérované pri validaci

Podle typu analytické metody se ovéruji parametry uvedené v nasledujici tabulce. Tyto
parametry se pouzivaji pro validaci a verifikaci vétSiny analytickych metod pouZivanych
v klinickych laboratofich. Tyto parametry jsou vyjadieny pomoci metrologickych

jednotek. Vysledné hodnoty méreni téchto validacnich parametr( se poté srovnavaji s
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daty uvedenymi v pracovni dokumentaci vyrobcl nebo ziskanymi v pribéhu validace.

[13][21]

Tabulka 1: Ovéiované parametry pfi validaci rozdélené podle typu analytické metody 1%

Identifikace Zkouska cistoty Obsah, Gcinnost,
Kvantitativni | Limitni disoluce

Spravnost - + - +
Presnost, - + - +
opakovatelnost

Mezilehla presnost - + - +
Specifita + + + +
Detekéni limit - - + -
Kvantifikacni limit - + - -
Linearita kal. zavislosti - + - +
Pracovni rozsah - + - +

6.1.1 Spravnost metody

Pfesnost je souhrnny pojem charakterizujici miru odchylek méreni nebo pokusl od
referencni hodnoty (tj. hodnoty, ktera je pokladana za spravnou). Pfesnost zahrnuje

spravnost (pravdivost) a preciznost postupu. [3°

Spravnost metody (accuracy) je definovdna jako tésnost shody (odchylka) mezi
vysledkem meéreni a pfijatou (spravnou, smluvné uzndvanou) referenéni hodnotou.
Rozdil mezi pfijatou referencni hodnotou a hodnotou zjisténou mérenim je nazvan

chyba vysledku. [121(13]

Slozka chyby, kterd v prabéhu rady vysledkd zkousek zlstava konstantni nebo se méni
predvidatelnym zplsobem je nazyvand systematickou (soustavnou) chybou vysledku.
Naopak, slozka chyby, ktera se v prlibéhu rady vysledki zkousek méni nepredvidatelnym
zpusobem, je nazyvana nahodna chyba vysledku. Nahodnou chybu nelze Zadnym
zplUsobem odstranit. Rozdil mezi stfedni hodnotou vysledk( zkousek (obvykle priimér) a
pfijatou referen¢ni hodnotou je nazyvan odchylkou (Bias). Pomér mnozstvi analytu

ziskaného analytickou metodou k pfijaté referenéni hodnoté je nazyvan vytéznost. (13!

Spravnost metody lze prakticky provadét nékolika zpUsoby, a to analyzou modelového
vzorku, metodou standardniho pfidavku nebo metodou pfidavku nedistost. Spravnost
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metody se vyjadfuje jako vytéZnost (recovery), tj. pomér nalezené hodnoty ke skutecné
hodnoté v %. Do validacni zpravy se kromé vytéZnosti uvede relativni smérodatna

odchylka stanoveni a interval spolehlivosti. 12!

6.1.1.1 Vychyleni

Odchylka (dale Bias) dokumentuje stav ndvaznosti méreni v laboratofi a rovnéz
charakterizuje systematickou slozku celkové chyby vysledki méreni. Bias dosahuje
kladnych nebo zdpornych hodnot. Odhad systematické chyby méfeni se provadi pomoci
analyzy referencniho nebo vhodného kontrolniho materidlu. Pro provedeni tohoto
odhadu musi byt minimalizovdna ndhodnd chyba méreni pouzitim dostatecného poctu
(alespont 10) opakovanych méreni. Idedlni referencni vzorky pro stanoveni vychyleni
méreni jsou matricové certifikované materialy, které disponuji hodnotami ziskanymi

referenénimi postupy méfeni. (1311211

6.1.2 Preciznost metody

Preciznost analytického postupu vyjadiuje miru tésnosti shody mezi jednotlivymi
navzajem nezdvislymi vysledky za predem definovanych podminek. Preciznost zavisi
pouze na rozdéleni nahodnych chyb a nema vztah k referencni hodnoté. Nezavislé
vysledky nejsou ovlivnény Zadnymi predchozimi hodnotami. Mira preciznosti je
vyjadfovana jako relativni smérodatna odchylka vysledk( zkousek. Podle podminek
opakovani metody existuji tfi Urovné preciznosti. V prabéhu validace je pro ziskani
informace o preciznosti metody obvykle analyzovdno 6 nezdvisle pfipravenych vzorki

v souladu s metodou. [12113]

6.1.2.1 Opakovatelnost

Opakovatelnost (repeatibility) vyjadfuje miru shody mezi jednotlivymi vysledky metody
opakované s homogennim vzorkem za stejnych podminek (jednim analytikem na
stejném pfistroji a se stejnymi Cinidly). Obvykle se analyzuje urcity pocet (Casto 6)
nezavislych vzorkl pripravenych presné podle postupu popsaného v dané metodé. Ve
validacni zpravé jsou v rdmci presnosti metody uvedeny jednotlivé vysledky, vypocitana

primérnd hodnota, relativni smérodatna odchylka a 95% interval spolehlivosti. [12113]
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6.1.2.2 Mezilehla preciznost

Tento parametr vyjadfuje miru shody mezi jednotlivymi vysledky metody opakované
s homogennim vzorkem za urcitych odlehlych podminek (nejméné dvéma rlznymi
analytiky v téze laboratofi, na raznych pfistrojich, v rizné dny). Je vhodné pouzit aspon
jedno pravidlo pro detekci ndhodné a systematické chyby. Kazdy analytik provadi
analyzu urcitého poctu vzorku stejné Sarze analytu pfipravenych presné podle postupu
popsaného v dané metodé. Ve validac¢ni zpravé se uvadi vysledky analytik( a rozdil mezi

jejich pramérnymi vysledky. [121113]

6.1.2.3 Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost (reproducibility) metody vyjadfuje miru shody jednotlivych
vysledkli méreni stejnych vzork( téhoZz materidlu za rlznych podminek. ROznymi
podminkami se vétSinou mysli provedeni rlznych nezdvislych méreni v rdznych

klinickych laboratofich. Provedeni je shodné jako u mezilehlé preciznosti. [12113]

Obrazek 9: Schéma preciznosti a spravnosti analytickych metod
A)@ B)..
©®) ©

c). D).

Trueness

Precision

i

6.1.3 Linearita kalibracni zavislosti

Linearita kalibracni zavislosti je schopnost analytické metody poskytnout vysledky pfimo
umérné koncentraci sledované latky vdaném pracovnim rozsahu. V analytické chemii
pojem linearita doklada primou zavislost jedné veliciny (signal) na druhé (koncentrace),
kdy hodnota prvni veliiny je pouze konstantnim nasobkem veli¢iny druhé. V nékterych

pfipadech mohou byt vyuZivany i nelinedrni zavislosti. [121(13]
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Linearni zavislost dvou proménnych je matematicky vyjadfena vztahem: y = a + bx.
Parametr a je Usek na ose y, parametr b je smérnice kalibrac¢ni kfivky. PFi vypoctu hodnot
koeficientll a, b se vychazi z platnosti modelu regresni zavislosti, ktery predpoklada
konstantni rozptyl pro vSechny proménné. Tésnost vzajemné zavislosti charakterizuje
korelaéni koeficient (R). PFi linearni zavislosti nabyva hodnoty +-1, ¢im vice se blizi k 1,

tim je zavislost obou proménnych tésnégjsi. (13!

6.1.3.1 Pracovni rozsah analytické metody

Pracovnim rozsahem metody se rozumi interval mezi dvéma hladinami koncentraci
analytu ve vzorku (v¢etné), pro ktery bylo dokdzano, ze je dand metoda pfesna,
spolehlivd a vykazuje vysokou uroven linearity kalibracni zavislosti. Pro velmi nizké
koncentrace je limitujicim faktorem hodnota meze detekce (citlivost metody), naopak
pro vysoké koncentrace je limitujicim faktorem odezva pfistrojového systému. Je-li
metoda linedrni, Ize urcit smérnici kalibra¢ni kfivky pouze pomoci jednoho bodu.
Zavislost odezvy pfistroje na koncentraci analytu nemusi byt vidy linearni, mize byt
vyjadrena jinou matematickou funkci. V tom ptipadé vyhodnocujeme vysledné hodnoty

z celé kalibraéni k¥ivky. 12

Roztoky pro ovéfovani linearity se pfipravuji bud pfimo navazienim potrebného
mnozstvi, nebo fedénim zasobniho roztoku. Valida¢ni zprdva obsahuje data ve formé
tabulky skute¢nych koncentraci, odezvy detektoru, vysledky linearni regresni analyzy
(hodnota korelaéniho faktoru a rovnici pfimky), priklada se i graf linearity hodnoceného

analytu. (12

Pracovni rozsah se méfi vétSinou pomoci péti vzorkd v tripletech. Prvni vzorek ma
hodnotu blizkou LOQ, posledni vzorek hodnotu blizkou horni hranici linearity bez pouZiti

Fedéni. Vypocte se primér vysledk( méfeni a vytéZnost. 21

6.1.4 Detekcni limit

vV

nestanovované kvantitativné. Mez detekce odpovida koncentraci, pro kterou je

analyticky signal statisticky vyznamné odli$ny od Sumu. [121(21]
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Prvni metodou, jak zjistit mez detekce je porovnani zmérenych signalli vzorku se znamou
nizkou koncentraci analytu a slepého vzorku (blanku) za podminek opakovatelnosti.
Obecné je za detekéni limit povazovan pomér signalu k Sumu 3:1. Limit detekce se da
rovnéz spocitat ze vzorce: LOD = 3,3h/S; kdy ,,h“ odpovida hodnoté Sumu zakladni linie
vyhodnocena pfrislusnym chromatografickym programem. Smérnice pfimky (s) je
ziskand pfi méreni linearity u zkousky Cistoty pro zdvislost vysky piku na koncentraci

analytu. (12121

Zjisténa hodnota LOD se vobou pfipadech ovéfuje analyzou roztoku pfislusné
koncentrace. Ve validac¢ni zpraveé se uvadi ve formé absolutni koncentrace a zaroven jako
relativni koncentrace v procentech. V pfiloze se dolozi chromatogramem ve vhodném

méfitku. (12121]

6.1.5 Limit kvantifikace

vV

Kvantitativni limit (ddle LOQ) udava nejnizSi koncentraci latky stanovitelnou

s pfijatelnou pfesnosti a spravnosti a obvykle byva trojndsobkem LOD. [121121]

Obecné je za kvantifika¢ni limit povazovan desetinasobek Sumu zakladni linie, da se tedy
vyjadfit ze vzorce: LOQ = 10h/S; kdy ,h“ odpovidd hodnoté Sumu zdkladni linie
vyhodnocené pfisluSnym chromatografickym programem. Smérnice pfimky (s) je
ziskand pfi méreni linearity u zkousky Cistoty pro zavislost vysky piku na koncentraci
analytu. Dalsi metodou, jak zjistit mez kvantifikace je porovnani zmérenych signdld
vzorku se zndmou nizkou koncentraci analytu a slepého vzorku (blanku). Experimentdlné
Ize stanovit hodnotu LOQ mérenim 1-3 silné nafedénych vzorkl a urcit jesté pfijatelnou
hodnotu varia¢niho koeficientu CV (%). Hodnotu LOQ Ize také stanovit vyhodnocenim
opakovanych nastfiki postupné fedéného roztoku a vynesenim zavislosti relativni
smérodatné odchylky (dale CV) odezvy pfistroje na koncentraci vzork( ve grafu. Do

valida&ni zpravy se ptiklada rovnéz vzorovy chromatogram ve vhodném méfitku. 1211211

Pro separacni metody je s obéma limity detekénim i kvantifikanim tésné spjata hodnota
korekéniho odezvového faktoru. Jedna se o Ciselnou hodnotu, kterd ,,vyrovnava“ odezvy
znamych necistot vici odezvé dané substance. Hodnota CRF se ziskava vyhodnocenim
chromatogramu roztoku vzorku, ktery obsahuje smés zndmych nedistot a dané

substance o stejné koncentraci na uUrovni maximdlniho povoleného mnoiZstvi ve
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Asxcl

specifikaci, podle vztahu: CRF = ; (As je plocha piku dané substance, Al je plocha

Alxcs’

piku nedistoty, cs odpovida koncentraci substance ve vzorku, cl odpovida koncentraci

nedistoty ve vzorku). 12

6.1.6 Selektivita a specifita metody

Selektivita analytické metody (selectivity) je definovana jako schopnost metody
poskytnout informaci o kvalitativnim i kvantitativnim sloZeni vzorku i v pfitomnosti

interferujicich latek (matrice). Nékdy je pouZivan pojem specifita. [*3]

Specifita metody se schopnosti jednoznacné analyzovat danou latku v pfitomnosti
jinych, jejichZ pfitomnost Ize o¢ekdvat. Naptiklad metoda pro stanoveni obsahu Gcinné
l[atky nesmi byt rusena vychozimi latkami, vedlejsimi produkty a dalSimi slozkami vzorku.
Ve validaéni zpravé je obvykle specifita metody doloZzena srovnanim vysledk( analyzy
vzorku bez necistot a vzorku s pfidanymi necistotami a slozkami placeba. PfiloZzeny jsou
zaznamy chromatogramu a existuje-li odpovidajici program, je také doloZena analyza

Cistoty piku. (121

6.1.6.1 Interference a matricové efekty

Pro separacni metody se k priikazu selektivity dané metody vyuziva tzv. stresovych testu.
Substance se podrobuje hydrolyze v mirné kyselém a alkalickém prostfedi, vlivu
oxidacniho prostredi, tepla, denniho svétla a UV zareni. Pro co nejpfesnéjsi prokazani
analytické senzitivity se provadi ¢asto v ramci validace tzv. prokazovani matricovych

efekt(l a testovani interference. 12

Nékteré latky, které matrice obsahuje mohou zménit Uéinnost ionizace. Tyto zmény jsou
vysledkem soupereni mezi netékavymi slozkami matrice a analytem. Matricovy efekt
mUze zpUsobit zvyseni ¢i snizeni odezvy. MoZna suprese ionizace se zjistuje porovnanim
série vzork(li smatrici s uréitym mnozstvim vzorki bez matrice za predem
specifikovanych podminek. Interference jsou naopak testovany pridanim komercné
dostupného zdkladniho interferentu (hemoglobin, bilirubin a triacylglyceroly) do
extraktu vzorku, tak aby nedoslo k vyraznému naredéni matrice. Vysledek interferenci

Ize dobFe detekovat porudenim linearity vztahu. (21]
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6.1.7 Robustnost

Robustnost metody vyjadfuje miru vlivu proménnych podminek pfi provadéni analyzy
na jeji vysledky. PFfi vyvoji a optimalizaci metody se sleduji a zaznamenavaji provedené
zmény a jejich vliv na vybrané parametry méreni. Sleduji se hlavné parametry jako vybér
kolony, sloZzeni MF, pH vodné slozky MF, teplota na kolonég, rychlost pratoku a stabilita

analyzovanych roztoka. (12

6.1.8 Nejistota méreni

Nejistota méreni je v soucasné dobé definovdna jako parametr, ktery charakterizuje
miru rozptyleni hodnot, jez by mohly byt dlvodné pfisuzovdny mérené veliciné.
Nejistota méreni (u) odpovida intervalu, konstruovanému okolo vysledku méreni tak,
aby odrazil moznou variabilitu vysledki méreni pfi uplatnéni viech moznych vlivii na
méreni, a tedy poskytoval informaci o intervalu, o kterém lze urcitou pravdépodobnosti
(obvykle 95 %) opravnéné predpokladat, Ze se v ném nachazi skute¢na hodnota mérené

velig¢iny. 38

6.2 Revalidace a upravy analytické metody

Pti kazdé zméné, kterd muze ovlivnit vysledky analytického hodnoceni, je tfeba znovu
ovérit vhodnost metody pro dany ucel, tzn. revalidovat analytickou metodu. Mira

revalidace je ddna mnoZstvim a povahou zmén. (12

Je-li metoda validovdna, spravné pouzita, a presto nelze dosahnout podminek
predepsanych testem zpUsobilosti, je moZzné provést nékteré minimalni zmény metody,
aniz by bylo nutno znovu provadét celou validaci. Aplikovat je lze pouze v pfipadé, ze po
zméné jsou splnény podminky testu zpUsobilosti, a Ze neni provedena vice nezZ jedna

takova zména. 12

6.3 Test zplsobilosti

Test zpUsobilosti analytickych metod je nedilnou soucasti validace analytické metody,
zvlasté pro separacni metody je velmi dulezity. Jedna se o soubor podminek, jejichz

splnénim se zajisti uéinnost a separacéni schopnost daného systému. Provadi se vidy na
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zaCatku kazdého méreni, pfi kazdé zméné chromatografického systému a pfi podezreni

na chybné fungujici pfistroj. 12

V analytickych metoddach zalozenych na chromatografii se nejcastéji ovéruji parametry
jako reprodukovatelnost, rozliseni, faktor chvostovani, u¢innost kolony, kapacitni faktor
a retencni cas. V analytickych metodach zaloZzenych na hmotnostni spektrometrii se
nejcastéji ovéruji faktory ovliviiujici iontovou supresi, jako matricové efekty a vytéznost

z extrakéniho postupu. (12

6.4 Transfer metody

Je-li metoda vyvojovou laboratofi plné validovana, je tfeba ji definovanym zplsobem
predat laboratofi, ktera ji bude rutinné vyuzivat. Podstatou prenosu analytické metody
je soubor méreni, ktera provedou obé zucastnéna pracovisté v predem domluveném
terminu, na vybranych shodnych vzorcich, se stejnymi referenénimi materidly. Rozsah
pfenosu zavisi na typu metody. Ovéruji se vybrané parametry jako presnost, linearita
kalibracni zavislosti, LOD, LOQ. Kazdé pracovisté pripravi vlastni valida¢ni zpravu, ktera
obsahuje udaje o pouZité instrumentaci, referencnich latkach a chemikaliich, vysledky
testu zpUsobilosti a vlastni vysledky analyz, pripadné dalsi prilohy. Pfedavajici pracovisté

pak vypracuje koneénou celkovou zpravu. 12
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7. EXPERIMENTALNI CAST

Hlavni ndplni experimentdlni ¢asti této prace bylo validovat metodu stanoveni TKI
metodou LC-MS/MS, aby mohla byt rutinné vyuZivdna v praxi na useku klinické
farmakologie ve FNHK. Tyrozinkindzové inhibitory se na zdejSim pracovisti plivodné
stanovovaly metodou HPLC-UV. BY3Y Tato metoda oviem nema takovou analytickou
senzitivitu, proto se nyni pracovisté soustfedi na metody vyuZivajici hmotnostni
spektrometr. Vyvoj, optimalizace a validace metody byla v ramci této prace provedena

pro analyty imatinib a nilotinib.

7.1 Princip metody a vybér metody

Jedna se o stanoveni tyrozinkindzovych inhibitord metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci typu trojitého kvadrupélu po jednoduché upravé
vzorku. Priprava vzorku pred separaci zahrnuje extrakci analytll do smési hexan-
ethylacetatu. Vyhodnoceni se provadi s pouZitim vnitfni kalibrace (metoda s pouzitim

IS). Vybér metody a podminek méreni se odvijel od fyzikdlné-chemickych vlastnosti TKI.

Pti praci byly dodrZovany bézné zdsady prace s infekénim materidlem a zasady ochrany
zivotniho prostiedi, se vSemi kalibratory a kontrolami se zachazelo jako s potenciondlné

infekénim materidlem.

7.2 Vyvoj metody a optimalizace podminek méreni

Nezbytnym krokem pfi samotném vyvoji a validaci nové bioanalytické metody je
optimalizovat podminky analyzy a meéreni. Pfi optimalizaci metody bylo dulezité
dosazeni co mozna nejlepsich podminek pro separaci analytli na koloné a detekci v MS
systému. Pri vyvoji této metody se zkousSela Uprava nastaveni jednotlivych komponentu
HPLC-MS/MS systému za soucasného sledovani odezvy (signalu) analytl. VSechny tyto
dllezité parametry a jejich findlni nastaveni hraji roli ve vysledném vyhodnocovani
spekter a hledani ideadlnich MRM prechodl pro kvalitativni stanoveni a naslednou

kvantifikaci.
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7.2.1 Vybér analytické kolony a extrakéniho postupu

V rdmci vyvoje metody se studovaly kolony Zorbax SB-C8 (Agilent), Discovery HSF5
(Sigma-Aldrich), Symmetry C18 (Waters). Nejlepsi symetrie piki bylo dosazeno na
kolonach X Bridge C18 (Waters), Gemini NX C18 (Phenomenex), ACQUITY UPLC® BEH
C18 1.7 um (Waters). Pro tuto metodu byla vybrana posledni jmenovana kolona,

vzhledem k tomu, Ze se na pracovisti rutinné pouziva k analyze antimykotik.

Pfiprava vzorkl extrakci kapalina—kapalina byla modifikaci metody Guetens et al. [28]
Metoda HPLC s detekci na PDA detektoru se pro stanoveni TKI pouZivala od roku 2010 a
pracovisté se Uspésné zucastnilo cykld externi kontroly kvality pofadanych referencni

laboratofti Laboratoire de Pharmacologie Clinique et Toxicologie z Bordeaux.

7.2.2 Optimalizace parametri iontového zdroje a kolizni energie

V rdmci optimalizace hmotnostniho spektrometru byla zkousena r(zna nastaveni
parametr( iontového zdroje a kolizni energie (dale CE). Jako software, pomoci kterého
se experimentdlné ziskdvaly optimdlni parametry pro nastaveni kolizni energie, byl
pouzit Optimizer®. Pokud se tyka optimalizace parametrl iontového zdroje, tak byl
pouzit software Source Optimizer®. Software v urcitém rozmezi hodnot vytvofi akvizi¢ni
metody a provede podle nich analyzu ze vzorku se standardem analytu. Nasleduje

porovnani velikosti odezvy detektoru.

Pratoky a teploty susiciho plynu v ESI iontovém zdroji jsou dvoji, protozZe susici plyn jde
ze dvou smér(, a to z vrchu a z protisméru vzhledem k ortogondlnimu nastaveni. V obou
pfipadech se jednd o dusik. Pfi nastaveni CE na vyssi hodnotu byla prokazana vyssi
kolizné indukovand disociace, a ve spektru se objevi vice fragmentld. Podrobné

informace o vyvoji parametru ESI a CE Ize najit v pfiloze ¢.3 — vyvoj metody.

V prabéhu vyvoje metody se upravovaly parametry ESI iontového zdroje Agilent Jet
Stream a zaroven se sledovala se odezva IMAT/NILO na detektoru. Jednalo se o

nasledujici parametry:

e DGT (desolvation gas temperature) v rozsahu 180-260 °C. Jednd se o teplotu
susiciho plynu v ESl iontovém zdroji. Tento plyn proudi z protisméru. Se zvysujici

se teplotou rostla odezva signalu.
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e SGT (shealth gas temperature) v rozsahu 150-300 °C. Jde o teplotu susiciho plynu
v ESl iontovém zdroji, ktery proudi z vrchu. Se zvysujici se teplotou rostla odezva

signalu.

e DGF (desolvation gas flow) v rozsahu 14 aZ 20 I/min. Jedna se o pratok susiciho
plynu, ktery proudi z protisméru. Nejvétsi odezva signalu na hodnoté 14 |/min,
se zvySovanim pritoku je signdl na cca 95 procentech plvodni hodnoty a pfilis

se neméni.

e SGF (shealth gas flow) vrozsahu 7-12 I/min. Jde o pratok susiciho plynu

proudiciho z vrchu. Se zvySujicim se pritokem mirné roste hodnota signalu.

e Nebulizér (tlak plynu na nebulizéru) v rozsahu 10-50 Psi. Signal je nejvyssi na

hodnoté 20 Psi.

e Nozzle (napéti na kapilare) v rozsahu 0—2000 V. Se zvySujicim se napétim klesa

odezva.

7.2.3 Metodika kvantitativni analyzy

Pro maximadlné presné a spravné vysledky kvantitativni analyzy byla pouZita metoda
vnitfniho standardu. Jako vnitfni standardy (dale IS) se pouzily deuteriem znacené

analyty imatinib-d8, nilotinib-d3. Pfiprava roztokd s obsahem IS je pospana nize (7.4.2).

7.3 Instrumentace a findlni podminky méreni

Kvalitativni i kvantitativni stanoveni koncentraci IMAT a NILO bylo provadéno na pfistroji
Agilent 6490 Triple Quadrupole LC/MS System. Tento modularni systém se sklada z
kapalinového chromatografu UPLC 1290 Infinity (Agilent) a tandemového hmotnostniho

spektrometru Agilent 6490 Triple Quadrupole (Agilent).

7.3.1 Podminky pro chromatografické déleni analytu

Pro analyzu byla pouzita kolona ACQUITY UPLC® BEH C18 1,7 um. (2,21 mm X 50 mm,
Waters) a predkolona SecurityGuard™ ULTRA Cartridge UPLC C18 3mm ID (AJO-8775,

Phenomenex). Pritok mobilni faze ¢inil 0,25 ml/min.
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7.3.1.1 Slozeni mobilnich fazi

Faze A (MF-A): 4mM mravencan amonny, pH 3.2; rozpusti se 0,126 g mravencanu
amonného v 0,5 litru destilované vody a pH se upravi na 3,2 pomoci 470 ul kyseliny
mravenci, nasledné se provede filtrace na membrané typu Supor® 200 (Waters) a

odvzdusnéni 15 minut na ultrazvuku.

Faze B (MF-B): Acetonitril Cistoty LC-MS; filtrace na membrané typu Acrodisc® GHP

(Waters) a odvzdusnéni 15 minut na ultrazvuku.

Podil jednotlivych MF pfi eluci odpovida 45 % MF-A a 55 % MF-B. SloZeni mobilnich fazi
se béhem chromatografické eluce neméni, jedna o isokratickou eluci. Teplota analytické

kolony je béhem separace nastavena na 40 °C.

7.3.2 Finalni podminky na hmotnostnim spektrometru

Systém Agilent 6490 Triple Quadrupole LC/MS System pouZiva jako iontovy zdroj Agilent
JetStream. Jedna se o ionizaci elektrosprejem v pozitivnim modu (ESI+ ion source).
Teplota susiciho plynu (DGT) je nastavena na 240 °C, pratok susiciho plynu (DGF) je
nastaven na 14 |/min. Plyn pro rozprasovani (nebulizér) proudi systémem iontového
zdroje pod tlakem 30 Psi. Teplota susiciho plynu (SGT) je nastavena na 250 °C s pritokem
(SGF) 11 I/min. Ve vsech pfipadech se jedna o dusik. Napéti na kapilafe bylo nastaveno

na 3 kV. Objem nastfiku vzorku pro analyzu &inil 2 pl.

Pfistroj pouzivd MRM rezim s vyuzitim trojitého kvadrupdlového analyzatoru. Prvnim
kvadrupdlem (Qi) prochazi prekurzorovy iont, nasledné je rozstépen v kolizni cele (q) na
fragmenty. Vybrana m/z (fragment) prochazi tfetim kvadrupdlem (Qs) a je detekovana
na detektoru (dynodé). Jako kolizni plyn byl pouzit dusik, napéti kolizniho akceleratoru
pracuje s hodnotou 3V, parametr VCharging ma pak hodnotu OV. Pomér Qi/Q:
odpovida jednotkovému rozliseni 1.0, doba jednoho cyklu (dwell time) trva 100 msec.
Jednotlivé MRM prechody analytl slouZi jak pro ovéreni kvality, tak pro kvantitativni

vyhodnoceni.

Data z analyzy byla uchovavana v zafizeni na Useku klinické farmakologie ve FNHK. Pro
praci s daty a kvantifikaci byl pouzit program Agilent MassHunter Workstation Software.

Pro interni kalibraci byly pouzity vnitini standardy imatinib-d8 a nilotinib-d3.
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Tabulka 2: MRM pfechody validovanych analytii

Analyt Prekurzorovy ion m/z | Produktovy ion m/z | CE (V)
Imatinib
e Kvantita 494,4 394 27
e Kvalita 494,4 217,2 35
Imatinib-d8 502,4 394 27
Nilotinib
e Kvantita 530,5 289 32
e Kvalita 530,5 261,1 40
Nilotinib-d3
e Kvantita 533,5 289 32
e Kvalita 533,5 264,1 40

7.3.3 Pridavna zarizeni

2x Rotacni olejové pumpy Varian, pocita¢ HP Z400, Monitor HP Compaq LA 2205,
Tiskarna HP LaserJEt P3015, PEAK Dusikovy generdtor Model Genius 3010, Kolizni plyn

—dusik cistota 5, 2x smart UPS, Klimatizace Daikin, stdl

7.4 Reagencie a spotrebni material

Pfed samotnou analyzou vzork(l byla provedena pfiprava reagencii a spotfebniho

materialu. Pfiprava a sloZzeni mobilnich fazi jiz byla popsana v pfedchozi kapitole 7.3.1.1.

7.4.1 Priprava ostatnich reagencii

Jako roztok pro oplach slouzi 70 % metanol LC-MS ve vodé — 1 litr. Odparek se rozpousti
ve smési tvorené 30 % pufru 4 mM mravencanu amonného pH 3,2 a 70 % methanolu.
Roztok 0,2M NaOH se pfipravuje navazkou 0,4 g hydroxidu sodného rozpusténého
v 50 ml vody. Uchovani roztoku je mozné pfi 8 °C max. 1 mésic. Smés pro extrakci vzorku
hexan-ethylacetat 3:7 se pripravuje podle poctu vzorkl v sekvenci tak, Zze se smicha
pfislusny objem organické smési pro extrakci obsahujici 3 dily hexanu a 7 dild

ethylacetatu. Tato smés se pripravuje vzdy Cerstva.
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7.4.2 Priprava zasobnich roztoku a vnitiniho standardu

Zakladni roztoky IMAT a NILO byly pfipraveny rozpusténim kazdé slouceniny v metanolu
Cistoty LC-MS na poZadovanou koncentraci 0,1 mg/ml. Z téchto zasobnich roztokd pak
byly pfipraveny pracovni roztoky kontroly kvality (SQ 1-6) o poZadovanych

koncentracich. Zasobni roztoky a IS byly pfipraveny nasledujicim zplsobem.
e Zasobni roztok imatinib mesylatu (K5):

1 mg imatinib mesyldtu (vyr. Sigma Aldrich) se rozpusti v odmérné barice v 10 ml

metanolu LC-MS kvality. Uchovani pfi -20 °C max. 3 mésice v laboratotich B302.
e Zasobni roztok nilotinibu (K5):

1 mg nilotinibu (vyr. Sigma Aldrich) se rozpusti v odmérné barnce v 10 ml metanolu LC-

MS kvality. Uchovani pfi-20 °C max. 3 mésice v laboratofich B302.
e Zasobni roztok IS imatinibu-d8:

1 mg imatinibu-d8 se rozpusti vodmérné barice v 10 ml metanolu LC-MS kvality.
Uchovani pfi -20 °C do spotiebovani. Pfed analyzou je nutné naredit 50x metanolem

Cistoty LC-MS.
e Zasobni roztok nilotinibu-d3:

1 mg nilotinibu-d3 se rozpusti vodmérné barice v 10 ml metanolu LC-MS kvality.
Uchovani pfi -20 °C do spotfebovani. Pfed analyzou je nutné naredit 50x metanolem

Cistoty LC-MS.

7.5 Kalibrace a navaznost analytického méreni

Kalibracni vzorky (SQ) jsou pfipravovany vidy Cerstvé v laboratofi bez ndvaznosti na

referencni material.

7.5.1 Priprava kalibrace

Ptiprava pracovnich roztok( (SQ) probiha tak, ze 50 pl kalibra¢nich metanolickych fedéni
K1 az K5 (K5 je zasobni roztok imatinib mesylatu a nilotinibu) se smichd s 950 pl
blankového séra. Ndsledné se smés promicha na vortexu. Priprava pracovnich roztoku a

kalibrace pro jednotlivé analyty je popsana v nésledujicich tabulkach.
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Tabulka 3: Redéni zdsobniho roztoku imatinib mesyldtu ke kalibraci ve zkumavkdch Eppendorf, kde K5
je zasobni metanolicky roztok imatinib mesyldatu

Oznaceni redéni Objem Objem metanolu Koncentrace
kalibratoru kalibratoru v pl LC-MS v ul imatinibu v séru
v pg/l

K5 0 100 K5 Bez redéni 4185
K4 2X 100 K5 100 2093
K3 2X 100 K4 100 1046
K2 2X 100 K3 100 523

K1 10x 100 K2 900 52,3

Tabulka 4: Redéni zdsobniho roztoku nilotinibu ke kalibraci ve zkumavkdch Eppendorf, kde K5 je zdsobni
metanolicky roztok nilotinibu

Oznaceni redéni Objem Objem metanolu Koncentrace
kalibratoru kalibratoru v pl LC-MS v ul nilotinibu v séru
v pg/l

K5 0 100 K5 Bez redéni 5000
K4 2X 100 K5 100 2500
K3 2X 100 K4 100 1250
K2 2X 100 K3 100 625

K1 10x 100 K2 900 62,5

7.6 Pracovni postup

Kalibrace analytického méreni se s kazdou sérii provadi Cerstvd. Nasledujici kapitoly
7.6.1 a 7.6.2 obsahuji informace o postupu pro extrakci vzork( kalibratord, vzorkd

pacientd a vzorkd kontrolnich.

7.6.1 Odbér a manipulace se vzorky pred analyzou

Odbér zZilni srazlivé krve je provadén pred davkou TKI v koncentraénim minimu do
zkumavek bez gelu (BD systém Vacutainer — zkumavky s ¢ervenym vickem). Vzorky krve
jsou staceny v centrifuze pfi 3000 ot./min. po dobu 10 minut pfi teploté 20 °C. Sérum
se tim oddéli do zkumavky pipetou manualné (v pfipadech, kdy je malo materidlu) nebo
projde automatickym systémem RSD. Znaceni zkumavek odpovidd zdznamim

v protokolech méreni (identifikace jménem pacienta a Cislem zadanky).
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Pokud vzorky nebyly ihned zpracovany, uchovavaly se v laboratofi B302 v mrazaku pfi
teploté -20 °C. Vzorky jsou uchovavdny bez pfistupu svétla a pokud moino bez

opakovaného rozmrazovani.

7.6.2 Zpracovani vzorkl pred analyzou LC-MS/MS

Pfed samotnym zpracovavanim je potfeba vytemperovat roztok imatinib mesyladtu a
zakladni roztok vnitfniho standardu na laboratorni teplotu. RovnéZ je potreba
vytemperovat a rozmrazit blankové sérum, kontrolni vzorky, pfipravit kalibracni
pracovni roztoky (viz kapitola 7.5.1 postup pfipravy kalibrace) a 50x naredit zakladni

roztoky IS imatinib-d8 a nilotinib-d3 metanolem cistoty LC-MS.

7.6.2.1 Extrakce

Do zkumavek (typ Eppendorf) se pipetuje 100 pl séra nebo plazmy (kalibratoru nebo
kontroly), 50 ul metabolického roztoku vnitfniho standardu imatinib-d8 a nilotinib-d3
(50x redéného) a 100 pul 0,2 M hydroxidu sodného. Takto vytvorené vzorky se
promichaji. K promichanym vzork(m se pfida 1 ml smési hexan-ethylacetdt v poméru
3:7. Poté probiha 10 minut intenzivniho tfepdni této smési na vortexu. Nasledné se
promichand smés centrifuguje 10 000 ot./min pfi 10 °C po dobu 5 minut. Nasledné
probihd odpareni extraktu po jeho oddéleni ze smési pod mirnym proudem dusiku pfi
37 °C. Rozpusténi odparku v 2000 pul smési 70 % metanolu Cistoty LC-MS a 30 % pufru
4mM mravencéanu amonného s pH 3.2. Takto upravené vzorky jsou nyni pfipraveny
k analyze. Do insertu HPLC-MS/MS systému je pipetovano 300 ul, nastfik na kolonu

Cini 2 pl vzorku.

7.7 Validace, validacni parametry

V ramci zavadéni nové metody byly provedeny jednotlivé nasledujici validacni postupy.
Jednotlivé validacni parametry byly zméreny podle internich validac¢nich pokyn.
Valida¢ni parametry byly konkrétné stanoveny pro imatinib a nilotinib. Vysledky

jednotlivych valida¢nich parametrl jsou zhodnoceny v kapitole 8.2.
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7.8 Kontrola kvality

Vnitfni kontrolu kvality zajistuji kontrolni vzorky pripravené nasledujicim postupem. Vice

informaci o ptipravé jednotlivych zasobnich roztokd uvadi kapitola 7.4.2.

50 ul zadsobniho roztoku imatinib mesylatu a nilotinibu (koncentrace 0,1 mg/ml) se
v odmérné barce doplni blankovym sérem do 10 ml. Tyto zkumavky jsou oznaceny

,5Q1“, kde koncentrace imatinibu je 418,5 ug/l a koncentrace nilotinibu je 500 pg/I.

100 pl zasobniho roztoku imatinib mesylatu a nilotinibu (koncentrace 0,1 mg/ml) se
v odmérné barice doplni blankovym sérem do 10 ml. Tyto zkumavky jsou oznaceny

,5Q2“, kde koncentrace imatinibu je 837,0 ug/l a koncentrace nilotinibu je 1000 pg/I.

Vzorky SQ1 a SQ2 se po zamichani a 15 minutach ustaleni v temnu pipetuji v objemu
100 pl do zkumavek Eppendorf a uchovavaiji se nejdéle 3 mésice pfti -20 °C v laboratofi

B302. Postup se fidi internimi dokumenty o fizeni kvality procesu.
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8. VYSLEDKY EXPERIMENTALNI CASTI

V rdmci zavadéni této analytické metody na useku klinické farmakologie byla provedena

optimalizace podminek méfeni a naslednd validace s vyhodnocenim namérenim dat.

8.1 Separace a MS analyza

Celkovd doba analyzy na pfistroji UPLC 1290 Infinity (Agilent) véetné ekvilibrace, promyti
kolony a eluce byla u obou analytl stanovena na 3,0 min. Prlmérny retencni ¢as pro
imatinib a imatinib-d8 ¢inil 0,860 min. Primérny retencni ¢as pro nilotinib a nilotinib-d3

¢inil 1,220 min.

Hmotnostni spektrometr Agilent 6490 Triple Quadrupole (QqQ) pracoval s iontovym
zdrojem v médu ESI+ a reZimu MRM. Pfi analyze byly detekovany prechody 494,4 -
217,2/394 pro imatinib, 502,4 - 394 pro imatinib-d8, 530 - 289/261,1 pro nilotinib a
533,5 - 289/264,1 pro nilotinib-d3.

Chromatogramy validovanych tyrozinkindzovych inhibitor(i a chromatogram slepého
vzorku s jejich podrobnym popisem jsou zobrazeny v pfiloze ¢.1. Hmotnostni spektra

analyt( s jejich popisem uvadi pfiloha ¢.2.

8.2 Validace analytické metody

Validace této nové vyvijené metody pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni TKI,
konkrétné imatinibu a nilotinibu, byla hlavni ndplni této prace. Experimentalni méreni

validacnich parametr(i se tykalo obou stanovovanych analytu.

8.2.1 Imatinib

Pro imatinib bylo v ramci validacnich parametri experimentdlné provedeno méreni
preciznosti a spravnosti za podminek opakovatelnosti (v sérii a mezi sériemi), miry
vychyleni, pracovniho rozsahu metody, linearity kalibraéni zavislosti, meze detekce a
kvantifikace. Rovnéz bylo provedeno stanoveni relativni nejistoty méreni a z hlediska
prokazovani analytické selektivity byly testovany interference a moziné matricové

efekty.
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8.2.1.1 Preciznost a spravnost za podminek opakovatelnosti, mira vychyleni

Preciznost a spravnost metody za podminek opakovatelnosti byla stanovovana analyzou
péti pracovnich vzork( (SQ1-5) na péti hladindch v testovaném rozmezi linearity pro
imatinib. Referenéni hodnoty pro jednotlivé hladiny jsou 26,42; 264,2; 528,4; 1056,7 a
4226,9 pg/l. V ramci méreni preciznosti a spravnosti za podminek opakovatelnosti byl
na kazdé hladiné koncentrace vzorek méren 10x v jeden den, jednim laboratornim
pracovnikem a na stejném pfistroji se stejnymi podminkami analyzy. Z vysledk( hodnot
byl vypoditan primér hodnot, smérodatnd odchylka (dale SD), variacni koeficient (dale
CV) a mira vychyleni (dale Bias). Mira preciznosti za podminek opakovatelnosti,
vyjadfend pomoci SD a CV byla na viech hladinach pod 4 %, tudiz Ize méfeni za podminek
opakovatelnosti povaZovat za dostatecné precizni. Mira pravdivosti (spravnosti)
vysledku vyjadiend vychylenim (Bias) nepfesdhla ani na jedné hladiné hodnotu 3 %.
Experimentalné namérené hodnoty vyjadtujici miru preciznosti a spravnosti v sérii byly
pod limity udavanymi ve validacnich doporucenich odbornych spolecnosti EMA a FDA.
[26133] T3 uvadi pro preciznost (vyjadiend CV, %) a spravnost (vyjadfena Bias, %) v sérii i
mezi sériemi jako hrani¢ni hodnotu 15 %, na hladingé LLOQ pak 20 %. 2% Vysledné

experimentalné namérené hodnoty pro opakovatelnost v sérii zobrazuje ptiloha ¢.4.

Tabulka 5: Vysledky statistickych parametri pro preciznost a sprdvnost v sérii (IMATINIB)

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5
Ndzev materidlu SQ1_IMAT SQ2_IMAT SQ3_IMAT SQ4_IMAT SQ5_IMAT

Ref. hodnota (ug/l) 26,42 264,2 528,4 1056,7 4226,9
Prameér (ug/l) 27,140 263,596 534,078 1029,635 4129,506
SD (ug/l) 0,632 10,005 10,751 15,936 47,663
CV, % 2,328 3,796 2,013 1,548 1,154
Bias (ug/l) 0,720 -0,604 5,678 -27,065 -97,394
Bias, % 2,725 -0,229 1,075 -2,561 -2,304
Pocet méreni 10 10 10 10 10

8.2.1.2 Mezilehla preciznost a spravnost

Mezilehld (mezisériovd) preciznost a spravnost byla stanovovana analyzou Sesti
pracovnich vzorkd (SQ1-6) na Sesti hladindch vtestovaném rozmezi linearity pro
imatinib. Referencni hodnoty pro jednotlivé hladiny jsou 26,42; 264,2; 528,4; 1056,7;
2113,5 a 4226,9 pg/l. Pro co moina nejspolehlivéjsi dosazeni vysledkll mezisériové

preciznosti a spravnosti bylo analyzovano na kazdé koncentracni hladiné 7 vzorku
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v rizné dny, dvéma laboratornimi pracovniky, ale na stejném pfistroji se stejnymi
podminkami analyzy. Z vysledkl hodnot byl vypocitan primér hodnot, smérodatna
odchylka, variacni koeficient. Hodnoty, které vyjadfuji miru mezilehlé preciznosti a
spravnosti vyjadiené smérodatnou odchylkou, variacnim koeficientem a mirou
vychyleni (Bias, %) byly na vSech hladinach pod limity (<15 %) udavanymi valida¢nimi
doporuéenimi odbornych spoleé¢nosti EMA a FDA [8l33] Viechny experimentdlné

namérené hodnoty pro opakovatelnost mezi sériemi zobrazuje priloha ¢.4.

Tabulka 6: Vysledky statistickych parametri pro mezilehlou preciznost a spravnost (IMATINIB)

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3
Ndzev materidlu SQ1_IMAT _btw SQ2 IMAT btw SQ3_IMAT btw
Ref. hodnota (ug/l) 26,42 264,2 528,4
Pramér (ug/l) 28,403 272,187 535,044
SD (ug/l) 1,641 7,110 12,122
Ccv, % 5,778 2,612 2,266
Bias (ug/l) 1,983 7,987 6,644
Bias, % 7,505 3,023 1,257
Pocet méreni 7 7 7

Vzorek 4 Vzorek 5 Vzorek 6
Ndzev materidlu SQ4 _IMAT _btw SQ5_IMAT btw SQ6_IMAT_ btw
Ref. hodnota (ug/l) 1056,7 2113,4 4226,9
Pramér (ug/l) 1054,791 2139,837 4122,983
SD (ug/l) 46,999 41,612 132,786
cv, % 4,456 1,945 3,221
Bias (ug/l) -1,909 26,437 -103,917
Bias, % -0,181 1,251 -2,458
Pocet méreni 7 7 7

8.2.1.3 Relativni nejistota méreni

Zjisténi nejistoty méreni bylo provedeno mérenim deseti vzork(i komercnich kalibrator(
od firmy Chromsystems na dvou hladinach.?* Vzorek A odpovidal kalibratoru Multilevel
Plasma Calibrator Cal1®. Vzorek B odpovidal kalibratoru Multilevel Plasma Calibrator
Cal2®. Relativni kombinovana nejistota byla stanovena u vzorku A na 3,379 % pro cilovou
hodnotu 461,0 ug/l, pticemz vysledek se pohybuje v intervalu 429,839 — 492,160 pg/I,
bereme-li v ivahu 95 % interval spolehlivosti. U vzorku B byla relativni kombinovana
nejistota stanovena na 5,109 % pro cilovou hodnotu 1398 pg/l, pficemz vysledek se
pohybuje vintervalu 1255,124 — 1540,875 pg/l, bereme-li v avahu 95 % interval
spolehlivosti. Cilova nejistota méreni nepresahla kritérium CV<15 % (EMA), parametr

splfiuje pozadavky metody vyZzadované pro jeji pouziti. 2!

51



Tabulka 7: Vysledky nejistoty méreni (IMATINIB)

Parametry Vzorek A (SQ Cal1**) Vzorek B (SQ Cal2**)
Priimeér (ug/l) 459,890 1403,310
Cilovd hodnota (ug/l) 461,000 1398,000
Nejistota ref. materidlu (%) 2,450 2,450
SD (ug/l) 7,230 18,281
cv, % 1,568 1,308
CV vyrobce, % 10,000 10,000
R(x), % 99,759 100,379
Bias % -0,139 0,219
u(c) relativni kombinovand nejistota (k=1), % 3,379 5,109
U(c) relativni rozsirend nejistota (k=2), % 6,758 10,218
Cilovad nejistota, % (Pramen: EMA[?°) 15 15

8.2.1.4 Mez detekce

Limit detekce pro imatinib byl odvozen experimentdlné na koncentraci 0,674 pg/I.
Méreni hodnoty LOD probihalo mérenim 9 vzork( blankového séra v jeden den za
predem specifikovanych podminek opakovatelnosti. Vypocitana hodnota LOD, kterd

odpovida trojnasobku Sumu zakladni linie Cinila 0,674 pg/I.

Tabulka 8: Vysledky statistickych parametri pro LOD (IMATINIB)

LOD
Ndzev materidlu  IMAT_LOD
Prameér (ug/l) 0,845
SD (ug/l) 0,225
LOD = 3xSD (ug/l) 0,674
Pocet méreni 9

8.2.1.5 Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti pro imatinib byla stanovena u vzorkd s cilovou hodnotou
koncentrace 26,42 pg/l (SQ1). Méfeni hodnoty LOQ probihalo méfenim 10 vzorkd
v jeden den za predem specifikovanych podminek opakovatelnosti. Primér namérenych
hodnot koncentraci se od cilové hodnoty pfilis nelisi (Bias 2,73 %; CV 2,328 %), mira
preciznosti a spravnosti je na této hladiné je dostate¢né vysoka, ale zaroven je metoda
na této hladiné dostatecné citliva, aby byla podminka pro LOQ splnéna. Pro klinické
Ucely je experimentalné namérena LOQ dostacujici. Vysledky statistickych parametrt
pro LOQ uvadi nasledujici tabulka 9. Tabulka 6 doklada rovnéz parametry preciznosti a

spravnosti pro spodni limitu kvantifikace pti analyze vzorku mezi sériemi.
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Tabulka 9: Vysledky statistickych parametrii pro LOQ (IMATINIB)

LoQ
Ndzev materidlu SQ1_IMAT
Ref. hodnota (ug/l) 26,42
Pramér (ug/l) 27,140
SD (ug/l) 0,632
vV, % 2,328
LOQ = 3xLOD (ug/!) 2,025
LOD skutecnda (ug/l) 26,420
Pocet méreni (ug/l) 10

8.2.1.6 Pracovni rozsah metody, linearita kalibracni zdvislosti

Kalibrace byla vyhodnocena na zakladé analyzy kalibracnich standard( imatinibu (K1-
K6) na Sesti koncentracnich hladinach a slepého vzorku (blankové sérum). Celkem byla

provedena CtyFi nezavisla kalibraéni méfeni (v rozsahu K1-K6). Sest bod@ kalibraéni

kfivky bylo proloZzeno pomoci linearni regrese metodou nejmensich ctvercl. Byla

vytvorena primka, kterd je nejblize vSem bodim méreni kalibracni zavislosti. Jednotlivé
body zndzornuji skute¢nou hodnotu v zavislosti na ocekdvané (cilové) koncentraci.

Nasledujici tabulka uvadi priméry hodnot a parametri na jednotlivych kalibracnich

hladinach.

Tabulka 10: Vyslednd koncentrace v ug/l na jednotlivych bodech kalibraéni kiivky (IMATINIB)

Hladina Vzorky

L1 K1_IMAT
L2 K2_IMAT
L3 K3_IMAT
L4 K4_IMAT
L5 K5_IMAT
L6 K6_IMAT

Ocekavana konc.

26,42
264,20
528,40

1056,70

2113,40

4226,90

Vypocitana konc.

26,560
277,550
559,290

1102,237
2212,343
4161,349

Bias, %

0,529
5,053
5,846
4,309
4,682
-1,551

Ratio

23,742
17,103
15,359
15,416
16,685
16,786

Rovnice regrese, kterd je funkci kalibracni zavislosti ma tvar: y = 0,005327x

s koeficientem determinace:

kvantitativni stanoveni imatinibu je od 26,42 pg/l (LLOQ) do 4226,9 pg/l (ULOQ), cozZ

R? = 0,99389859.

Pracovni

spliuje rozmezi pro spolehlivé terapeutické monitorovani.
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Graf 2: Kalibracni kfivka (IMATINIB)
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8.2.1.7 Interference

Interference byly méreny s vyuzitim komercnich kalibrator( a kontrol dodavanych
spole¢nosti Chromsystems. K 50 ul vzorku se vzdy ptidalo 25 pl interferentu, zamichalo
a 25 ul odpipetovalo. Deklarovana koncentrace léciva se tak sniZila o 1/3 z pGvodni
hodnoty a koncentrace interferentu se snizila na 1/3 pdvodni hodnoty. Jako interferent
byl pouzit vzorek séra s koncentraci hemoglobinu 128,7 umol/I, bilirubinu 261,3 umol/I
a infuzni tukova emulze Smoflipid® (vyr. Frezenius Kabi GmbH, Graz, Rakousko). Kazdy
vzorek byl méren 3x na dvou koncentraénich hladindch. U kazdého tripletu byl vypocitan
primér a smérodatnd odchylka. U vzork( SQ bylo misto interferentu pridano blankové

sérum.

Pro méreni interference byly pouzity kalibratory 3PLUS1® Multilevel Plasma Calibrator
Set Imatinib, Dasatinib, Nilotinib (Order no: 58028, LOT no: 4018) od firmy
Chromsystems. Tento kalibracéni set na plazmatické bazi je sloZeny ze trech
koncentracnich hladin a blanku a je uréen ke kalibraci analytické metody. Deklarované
hodnoty kalibratord (K1 — K3) pro dané lé¢ivo jsou uvedeny v nasledujici tabulce
s vysledky méreni interferenci. Z experimentalné namérenych vysledkl vyplyva, Ze na
obou hladinach byla méreni interferenci dostatecné precizni pro vSechny interferenty.
Rozdil mezi vzorkem fedénym blankovym sérem a interferentem (hem, bil, lip) byl

zanedbatelny.
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Tabulka 11: Vysledky méreni interferenci (IMATINIB)

Kalibrator (Chromsystems)
Cilovd koncentrace (ug/l)

Namérend konc. (ug/l)

Ndzev materidlu
Meéreni ¢.1 (ug/l)
Meéreni ¢.2 (ug/l)
Meéreni ¢.3 (ug/l)
Pramér (ug/l)
SD (ug/1)

cV, %

Ndzev materidlu
Meéreni ¢.1 (ug/l)
Meéreni ¢.2 (ug/l)
Meéreni ¢.3 (ug/l)
Pramér (ug/l)

SD (ug/1)

cV, %

K1
461,000
509,146

sQ1
613,183
598,496
607,565
606,415
7,411
1,222

SQ2
1242,645
1248,032
1247,569
1246,082
2,986
0,240

8.2.1.8 Matricové efekty

Zjisténi matricovych efektl probihalo mérenim ctyf vzork(l imatinibu obsahujicich
matrici a ¢tyr vzorkl bez matrice o koncentraci 2000 pg/I. Vliv matrice udava parametr
ME%. Vypocita se jako pomér ploch pod pikem ziskanym pridanim stejného mnozstvi
nafedéného standardu do extraktu biologického materialu (B) a do Cistého rozpoustédla
(A), ve kterém odparek rozpoustime. Vysledek se tak spocita podle vzorce ME% =

B/A x 100; udavan je v procentech. Limitni hodnota vlivu matrice 15 % prekrocena

nebyla.

K2 K3
1398,000 2367,000
1421,476  2343,757

sQl_hem  sQi_bil
607,988 601,752
608,112 613,424
618,109 612,459
611,403 609,211
5,808 6,478
0,950 1,063

$Q2_hem  SQ2_bil
1237,074  1231,111
1238,913  1246,168
1236,268  1241,980
1237,418  1239,753
1,356 7,772
0,110 0,627

KO (blank)
n.d.
n.d.

sQ1_lip
613,508
605,727
618,181
612,472
6,291
1,027

sQ2_lip
1232,234
1247,512
1241,247
1240,331
7,680
0,619

Tabulka 12: Vysledky méreni matricovych efekti na hladiné 2000 ug/I (IMATINIB)

A (rozp.)
Vzorek 1 9522425,02
Vzorek 2  10037934,44
Vzorek3  10531558,10
Vzorek 4  10352658,74

8.2.2 Nilotinib

Pro nilotinib bylo v ramci valida¢nich parametri experimentalné provedeno méreni
preciznosti a spravnosti za podminek opakovatelnosti (v sérii a mezi sériemi), miry

vychyleni, pracovniho rozsahu metody, linearity kalibraéni zavislosti, meze detekce a

B (ex.)
9246747,97
9801751,27

10478796,24
9912461,25

ME%
97,10
97,65
99,50
95,75
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kvantifikace. Rovnéz bylo provedeno stanoveni relativni nejistoty méreni a z hlediska
prokazovani analytické selektivity byly testovany interference a moiné matricové

efekty.

8.2.2.1 Preciznost a spravnost za podminek opakovatelnosti, mira vychyleni

Preciznost a spravnost metody za podminek opakovatelnosti v sérii byla stanovovana
analyzou péti pracovnich vzork( (SQ1-5) na péti hladinach v testovaném rozmezi
linearity pro nilotinib. Referenéni hodnoty pro jednotlivé hladiny jsou 31,86; 318,75;
637,5; 1275 a 5100 pg/l. Méreni vzorkl probihalo na kazdé hladiné 10x, ato v jeden den,
jednim laboratornim pracovnikem a na stejném pfistroji se stejnymi podminkami
analyzy. Z vysledkl hodnot byl vypocitdan priimér hodnot, smérodatna odchylka (SD),
variacni koeficient (CV) a mira vychyleni (Bias). Mira preciznosti za podminek
opakovatelnosti, vyjadfend smérodatnou odchylkou a variaénim koeficientem v
procentech byla na tfech hladinach (konkrétné u vzorkd SQ1, SQ4, SQ5) pod 3,5 %, dvé
hladiny (vzorek SQ2 a SQ3) pak v intervalu 3=5 %. Mira pravdivosti vysledku vyjadiend
vychylenim (Bias, %) nepresahla ani na jedné hladiné hodnotu 4 %. Parametry
preciznosti a spravnosti v sérii (CV a Bias, %) se pohybovaly pod hodnotami 15 %
(LLOQ<20%), jenz jsou brany jako limitni validaénimi doporugenimi od EMA a FDA [26133],
Jednotlivé experimentalné namérené hodnoty pro opakovatelnost v sérii zobrazuje

priloha €.5.

Tabulka 13: Vysledky statistickych parametri pro preciznost a sprdvnost v sérii (NILOTINIB)

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5
Ndzev materidlu SQ1_NIL SQ2_NIL SQ3_NIL SQ4_NIL SQ5_NIL

Ref. hodnota (ug/l) 31,875 318,75 637,5 1275 5100
Primeér (ug/l) 32,177 331,242 657,439 1261,663  4907,790
SD (ug/l) 1,098 18,716 26,222 39,169 134,295
cv, % 3,411 5,650 3,988 3,105 2,736
Bias (ug/l) 0,302 12,492 19,939 -13,337  -192,210
Bias, % 0,949 3,919 3,128 -1,046 -3,769
Pocet méreni 10 10 10 10 10

8.2.2.2 Mezilehla preciznost a sprdavnost

Mezilehld (mezisériovd) preciznost a spravnost byla stanovovana analyzou Sesti
pracovnich vzorkd (SQ1-6) na Sesti hladindch v testovaném rozmezi linearity pro
nilotinib. Referen¢ni hodnoty pro nilotinib na jednotlivych hladinach jsou 31,86; 318,75;
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637,5; 1275; 2550 a 5100 pg/l. Pro co mozna nejspolehlivéjsi dosaZeni vysledk
mezisériové preciznosti a spravnosti bylo analyzovano na kazdé koncentracéni hladiné
nejméné 5 vzorkud v rizné dny, dvéma laboratornimi pracovniky, ale na stejném pfistroji
se stejnymi podminkami analyzy. Z vysledkd hodnot byl vypocitan primér hodnot,
smérodatnd odchylka, variaéni koeficient. Mira mezilehlé preciznosti, vyjadiend
hodnotami smérodatné odchylky a variaénim koeficientem byla na vSech hladinach
(kromé vzorku SQ2) pod 7 %, coz spliiuje pro dany parametr kritérium 15 %. Vysledky
miry vychyleni (Bias, %) byly rovnéz pod kritériem 15 % uréenym valida¢nimi
doporuéenimi odbornych spole¢nosti EMA, FDA 261331 Experimentadlné naméiené

hodnoty pro opakovatelnost mezi sériemi lze najit v priloze ¢&.5.

Tabulka 14: Vysledky statistickych parametri pro mezilehlou preciznost a sprdavnost (NILOTINIB)

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3
Ndzev materidlu SQ1_NIL_btw SQ2_NIL_btw SQ3_NIL btw
Ref. hodnota (ug/l) 31,875 318,75 637,5
Pramér (ug/l) 34,854 317,042 652,558
SD (ug/l) 1,483 27,121 43,604
Ccv, % 4,254 8,554 6,682
Bias (ug/l) 2,979 -1,708 15,058
Bias, % 9,347 -0,536 2,362
Pocet méreni 7 5 6

Vzorek 4 Vzorek 5 Vzorek 6
Ndzev materidlu SQ4 NIL_btw SQ5_NIL btw SQ6_NIL btw
Ref. hodnota (ug/l) 1275 2550 5100
Prameér (ug/l) 1289,326 2548,116 5036,578
SD (ug/l) 84,148 134,804 103,851
cv, % 6,526 5,290 2,062
Bias (ug/l) 14,326 -1,884 -63,422
Bias, % 1,124 -0,074 -1,244
Pocet méreni 7 7 6

8.2.2.3 Relativni nejistota

Zjisténi nejistoty méreni bylo provedeno mérenim deseti vzorkd komerénich kalibratora
od firmy Chromsystems na dvou hladinach.3¥ Vzorek A odpovidal kalibratoru Multilevel
Plasma Calibrator Cal1®. Vzorek B odpovidal kalibratoru Multilevel Plasma Calibrator
Cal2°®. Relativni kombinovand nejistota byla stanovena u vzorku A na 7,2 % pro cilovou
hodnotu 507 pg/l, pficemz vysledek se pohybuje v intervalu 433,983 — 580,016 pg/I,
bereme-li v ivahu 95 % interval spolehlivosti. U vzorku B byla relativni kombinovana

nejistota stanovena na 7,068 % pro cilovou hodnotu 1007 pg/l, ptricemz vysledek se
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pohybuje vintervalu 864,640 — 1149,359 ug/l, bereme-li vuvahu 95 % interval
spolehlivosti. Cilova nejistota méreni nepfesahla kritérium CV 15% (EMA), metoda

splfiuje pozadavky vyZzadované pro jeji poufziti. 2!

Tabulka 15: Vysledky nejistoty méreni (NILOTINIB)

Parametry Vzorek A (SQ Cal1**) Vzorek B (SQ Cal2**)
Pramér (ug/l) 505,370 1013,200
Cilova hodnota (ug/l) 507,000 1007,000
Nejistota ref. materidlu (%) 2,640 2,640
SD (ug/l) 7,595 15,269
cv, % 1,503 1,507
CV vyrobce, % 10,000 10,000
R(x), % 99,678 100,615
Bias % -0,185 0,355
u(c) relativni kombinovand nejistota (k=1), % 7,200 7,068
U(c) relativni rozsifend nejistota (k=2), % 14,400 14,136
Cilovd nejistota, % (Pramen: EMA?°) 15 15

8.2.2.4 Mez detekce

Limit detekce pro nilotinib byl experimentalné odvozen na koncentraci 8,24 ug/l. Méreni
hodnoty LOD probihalo méfenim 10 vzork( blankového séra v jeden den za predem
specifikovanych podminek opakovatelnosti. Vypocitana hodnota LOD, kterd odpovida

trojndsobku Sumu zakladni linie ¢inila 8,239 ug/I.

Tabulka 16: Vysledky statistickych parametri pro LOD (NILOTINIB)

LOD
Ndzev materidlu NIL_LOD
Primer (ug/l) 4,208
SD (ug/l) 2,746
LOD = 3xSD (ug/l) 8,239
Pocet méreni 10

8.2.2.5 Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti pro nilotinib byla stanovena u vzorkd s cilovou hodnotou
koncentrace 31,86 pg/l (SQ1). Méfeni hodnoty LOQ probihalo méfenim 10 vzorkd
v jeden den za predem specifikovanych podminek opakovatelnosti. Primér namérenych
hodnot koncentraci se od cilové hodnoty pfilis nelisi (Bias 0,95 %; CV <3,411 %). Mira
preciznosti na této hladiné je dostateéné vysokd, metoda je pro dany parametr na této

hladiné dostatec¢né citliva, aby byla podminka pro stanoveni LOQ splnéna. Vypocitana
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hodnota LOQ se ovsem od cilové hodnoty vyrazné neliSila. Vysledky statistickych
parametr( pro LOQ uvadi tabulka 17. Tabulka 14 poté doklada spodni limitu kvantifikace

u vzorku SQ1 i pokud jde o mezilehlou preciznost a spravnost.

Tabulka 17: Vysledky statistickych parametri pro LOQ (NILOTINIB)

LoOQ
Ndzev materidlu SQ1_NIL
Ref. hodnota (ug/l) 31,875
Prumeér (ug/l) 32,177
SD (ug/l) 1,098
v, % 3,411
LOQ = 3xLOD (ug/l) 24,714
LOD skutecnd (ug/l) 31,875
Pocet méreni 10

8.2.2.6 Pracovni rozsah metody, linearita kalibracni zavislosti

Kalibrace byla vyhodnocena na zékladé analyzy kalibracnich standard( nilotinibu (K1—
K6) na Sesti koncentracnich hladinach a slepého vzorku (blankové sérum). Celkem byla
provedena ¢tyfi nezavisla kalibraéni méfeni v rozsahu K1 a7 K6. Sest bod@ kalibra¢ni
kfivky bylo proloZzeno pomoci linearni regrese metodou nejmensich c¢tvercl. Byla
vytvorena primka, kterd je nejblize viem bodlm méreni kalibraéni zavislosti. Jednotlivé
body zndzornuji skute¢nou hodnotu v zavislosti na ocekavané (cilové) koncentraci.
Nasledujici tabulka uvadi priméry hodnot a parametr(l na jednotlivych kalibracnich

hladinach.

Tabulka 18: Vyslednd koncentrace v ug/l na jednotlivych bodech kalibraéni kfivky (NILOTINIB)

Hladina Vzorky Ocekavana konc. Vypocitana konc. Bias, % Ratio

L1 K1_NILO 31,88 34,686 8,818 27,811
L2 K2_NILO 318,75 326,645 2,477 26,707
L3 K3_NILO 637,50 654,346 2,643 25,961
L4 K4_NILO 1275,00 1200,750 -5,824 25,521
L5 K5_NILO 2550,00 2611,505 2,412 26,095
L6 K6_NILO 5100,00 5085,193 -0,290 26,391

Rovnice regrese, ktera je funkci kalibragni zavislosti ma tvar: y = 9,140239 * 10™*x +
3,5885 * 10~* s koeficientem determinace: R? = 0,99718240. Pracovni rozsah
metody pro kvantitativni stanoveni nilotinibu je od 31,88 pg/l (LLOQ) do 5100 pg/I

(ULOQ), coz splnuje rozmezi pro spolehlivé terapeutické monitorovani.
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Graf 3: Kalibracni kfivka (NILOTINIB)
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8.2.2.7 Interference

Interference byly méfeny na komercnich kalibratorech a kontrolach od vyrobce
Chromsystems. K50 pl vzorku se vidy pfidalo 25 pl interferentu, zamichalo a 25 pl
odpipetovalo. Deklarovana koncentrace |éCiva se tak sniZila o 1/3 z pivodni hodnoty a
koncentrace interferentu se snizila na 1/3 plvodni hodnoty. Jako interferent bylo
pouZito sérum s koncentraci hemoglobinu 128,7 umol/I, bilirubinu 261,3 umol/l a infuzni
tukova emulze Smoflipid® (vyr. Frezenius Kabi GmbH, Graz, Rakousko). Kazdy vzorek byl
méren 3x na dvou koncentracnich hladinach. U kazdého tripletu byla vypocitan priimér

a smérodatna odchylka. U vzork( SQ bylo misto interferentu pridano blankové sérum.

Pro méfeni interference byly pouzity kalibratory 3PLUS1® Multilevel Plasma Calibrator
Set Imatinib, Dasatinib, Nilotinib (Order no: 58028, LOT no: 4018) od firmy
Chromsystems. Tento kalibracni set na plazmatické bazi je sloZeny ze trech
koncentracnich hladin a blanku a je uréen ke kalibraci analytické metody. Deklarované
hodnoty kalibratord (K1 — K3) pro dané lé¢ivo jsou uvedeny v nasledujici tabulce
s vysledky méreni interferenci. Z experimentdlné namérenych vysledk( vyplyva, Ze na
obou hladinach byla méreni interferenci dostatecné precizni pro vSechny interferenty.
Rozdil mezi vzorkem fedénym blankovym sérem a interferentem (hem, bil, lip) byl

nevyznamny.
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Tabulka 19: Vysledky méreni interferenci (NILOTINIB)

Kalibrator (Chromsystems)
Cilovd koncentrace (ug/l)
Namérend konc. (ug/l)

Ndzev materidlu
Meéreni ¢.1 (ug/l)
Meéreni ¢.2 (ug/l)
Meéreni ¢.3 (ug/l)
Prumeér (ug/l)
SD (ug/l)

cv, %

Ndzev materidlu
Meéreni ¢.1 (ug/l)
Meéreni ¢.2 (ug/l)
Meéreni ¢.3 (ug/l)
Prumeér (ug/l)
SD (ug/1)

CV, %

K1
507,000
512,760

sq1
491,022
494,364
482,596
489,327
6,064
1,239
sQ2
839,798
844,489
827,086
837,125
9,004
1,076

8.2.2.8 Matricové efekty

Zjisténi matricovych efektl probihalo mérenim ctyf vzork( s obsahem nilotinibu s
matrici a Ctyr vzork( bez matrice o koncentraci 4000 pg/I. Vliv matrice udava parametr
ME%. Vypocita se jako pomér ploch pod pikem ziskanym pfidanim stejného mnozstvi
naredéného standardu do extraktu biologického materidlu (B) a do Cistého rozpoustédla
(A), ve kterém odparek rozpoustime. Vysledek se tak spocita podle vzorce ME% =

B/A % 100; udavan je v procentech. Limitni hodnota vlivu matrice 15 % prekrocena

nebyla.

K2 K3
1007,000  1536,000
1052,255  1504,429

sQl_hem  SQ1_bil

494,438 492,729
492,694 494,100
502,665 502,380
496,599 496,403
5,325 5,221
1,072 1,052
$SQ2_hem  SQ2_bil
841,351 843,916
824,070 840,463
835,174 832,846
833,532 839,075
8,757 5,664
1,051 0,675

KO (blank)
n.d.
n.d.

sQl_lip
494,173
501,787
510,224
502,062
8,029
1,599

sQ2_lip
817,051
838,026
827,907
827,661
10,490
1,267

Tabulka 20: Vysledky méfeni matricovych efektii na hladiné 4000 ug/! (NILOTINIB)

A (rozp.)
Vzorek 1 12873652,20
Vzorek 2 12613163,54
Vzorek 3 13262898,62
Vzorek 4 12673035,41

B (ex.)
12574302,79
12206991,06
12838830,09
12629052,95

ME%
97,67
96,78
96,80
99,65
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9. ZHODNOCENI A DISKUSE

PFi vyvoji a optimalizaci nové bioanalytické metody byl aplikovdan modifikovany postup
ptipravy vzork( metodou Guetens et al. [28] Extrakéni postup kapalina-kapalina se jevil
jako optimalni pro izolaci stanovovanych TKI kvlli své jednoduchosti, uéinnosti a
rychlosti pfipravy vzorku pro analyzu. Celkova doba analyzy obou analytt byla stanovena
na 3,0 minuty s primérnym retenc¢ni casem pro imatinib/imatinib-d8 rovnym 0,860 min,

a 1,220 min pro nilotinib/nilotinib-d3.

Vyvijend metoda stanoveni inhibitorl tyrozinkindzy technikou kapalinové
chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci je pro kvantifikaci pIné pouzitelna
v pracovnim rozsahu 26,42 pg/l az 4226,9 pg/l pro imatinib a 31,88 pg/l do 5100 pg/I
pro nilotinib. U obou analytl metoda vykazovala linearitu kalibraéni zavislosti v celém
jejim pracovnim rozsahu. Limit detekce se pro imatinib experimentdlné odvodil na
koncentracéni hladiné 0,674 ug/l, pro nilotinib pak na 8,24 ug/Il. Limit kvantifikace byl
stanoven pro imatinib v koncentraci 26,42 ug/l a pro nilotinib pak v koncentraci
31,86 ug/l. ZvysledkG méreni pro imatinib a nilotinib vyplyva, Ze metoda byla
dostatecné precizni a spravna v rdmci méreni opakovatelnosti v sérii a mezi sériemi na
vSech koncentrac¢nich hladindch. Hodnota relativni smérodatné odchylky (CV, %),
vyjadFfujici miru preciznosti se u obou analyti pohybovala pod 7 % na hladiné LOQ a pod
5 % na vSech ostatnich hladinach. Hodnota relativni odchylky (Bias, %) odkazujici na
spravnost metody pohybovala u obou analytl pod 4 %, na hladiné LOQ pak pod 10 %.
Pfi analyze vsech kalibracnich vzork(l imatinibu a nilotinibu nebyl v podobném
retenénim zjistén zadny interferujici pik, z toho plyne dostatecna selektivita metody.
V ramci selektivity byly rovnéz testovany matricové efekty a interference. Vysledky
ukazaly velmi maly rozdil v koncentraci mezi vzorky kontrolnich material(i fedénych
interferentem a kontrolnimi vzorky interferent neobsahujicimi. Vliv matricovych efektd
byl u obou analytll do 5% na obou koncentracnich hladindch. Relativni nejistota
materidlu udavana 95 % intervalem spolehlivosti byla u obou analytll na hladinach
pracovnich roztok A i B pod limity udavanymi doporucenimi EMA, FDA. Pro vsechny
validaéni parametry tak byla splnéna jejich akceptacni kritéria, kterd se fidila valida¢nimi

doporucenimi spolecnosti EMA a FDA. Bylo prokazano, Ze nové vyvinuta bioanalytickd
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metoda pro stanoveni koncentracnich hladin imatinibu a nilotinibu je svymi parametry

vhodnd pro zamysleny Ugel, tj. terapeutické monitorovani u pacientd. [26133]

Vysledky experimentdlni ¢asti metody, zejména pokud se tyka validace byly v ramci
porovnatelnosti metody srovndny s metodou pouZivajici se v dané laboratofi, ktera jiz
byla v minulosti validovana a pouZiva se v rutinni praxi.[?!) Ke stanoveni TKI se pouZivaji
metody imunologické a chromatografické. Rutinni pouziti imunoenzymatickych metod
oviem limituje jejich finanéni ndroénost.?>) Obecné Ize Fict, Ze chromatografické metody
zaloZené na hmotnostni detekci, zejména pak tandemové, maji lepsi citlivost a presnéjsi

vysledky nez metody zaloZzené na detekci spektrofotometrické.

V roce 2019 pracovisté prezentovalo na konferenci ETOS for CML BLT Summit pofadané
na Univerzité Victora Segalena — CHU de Bordeaux analytickou metodu pro kvantitativni
analyzu imatinibu zalozenou na HPLC s UV detekci (metoda byla modifikaci zminéné
metody Guetens et al.).[28! Mez kvantifikace u uvedené metody pro kvantitativni analyzu
imatinibu byla experimentalné zjisténa na koncentraci 50 pg/l. Prevedenim metody
z HPLC UV na metodu LC-MS/MS se pfi kvantitativni analyze imatinibu zvysila citlivost (u
LC-MS/MS je LOQ 26,42 pg/l), zvysila se selektivita a zkratila se doba analyzy z 15 minut
(u HPLC UV) na 3 min (u LC-MS/MS). Nahrazenim kolony Gemini® NX 5 um C18 (150 mm
X 4.6 mm, Phenomenex) za kolonu ACQUITY UPLC® BEH C18 1,7um (2,1cmx50mm,
Waters) se sniZila i spotfeba mobilni faze. Priprava vzorkd byla u obou metod zaloZzena
na extrakci analytd po alkalizaci vzorku 0,2 M roztokem hydroxidu sodného do
smésného organického rozpoustédla (smés hexan — etyl acetat 3:7). Pro dosazeni vyse
uvedeného limitu kvantifikace pro imatinib bylo vSak u metody HPLC s UV detekci
potfeba 0,2 ml vzorku plazmy nebo séra a v pfipadé metody LC-MS/MS se snizila

potfeba objemu biologického vzorku na 0,05 ml.

Z experimentalné ziskanych vysledkl pfi vyvoji této metody se doslo k zavéru, Ze
metoda HPLC-UV je sice pro stanoveni terapeutickych koncentraci imatinibu a nilotinibu
stdle vhodna a dostatecné citliva, jeji nevyhodou je ale horsi slucitelnost s nejnovéjsimi
a nejvykonnéjsimi UPLC chromatografickymi pfistroji, znacné delsi ¢as analyzy a vétsi
spotfeba reagencii. Za predpokladu, Ze bude nutné pacientovi nasadit Iécbu
dasatinibem, nebo treti generaci TKI ponatinibem, bude jeji pouzZiti jiz nedostatecné.

Proto byla vyvijena metoda vyuzivajici MS detekci, ktera prokazala v procesu separace
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rychlost a vykonnost, v ramci vysledk(l validace pak velmi vysokou presnost a citlivost a

je pripravena pro monitorovani celého spektra tyrozinkinazovych inhibitora.
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10. ZAVER

V rdmci vypracovani mé prace se podafilo splnit cil, metoda pro kvantitativni stanoveni
inhibitor( tyrozinkindzy imatinibu a nilotinibu byla plné optimalizovana a validovana.
Metoda je pro kvantifikaci plné pouZitelna vrozsahu, ve kterém se pohybujeme
z hlediska farmakoterapie chronické myeloidni leukémie. Vysledky experimentalni ¢asti
prace prokdzaly, Ze pro vSechny validacni parametry byly splnény jejich akceptacni
kritéria, tudi? je dand metoda pfipravena pro pouziti na Ustavu klinické biochemie a
diagnostiky FNHK. Zvysledli se také ukazalo, Ze vyuziti tandemové hmotnostni
spektrometrie v kombinaci s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii je rychla a
velice spolehlivd metoda pro stanoveni koncentrace nebo terapeutické monitorovani

tyrozinkinazovych inhibitor(.
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11. POUZITE ZKRATKY

zkratka
TKI

GF

Vdg

CL

NU
GIT
IMAT
NILO
UPLC
HPLC
MS
MS/MS
MF/SF
LLOQ
uLoQ
GIST
Ph+
FNHK
CML
AML
ATP
UVv/VIS

IS

vyznam zkratky
tyrosine kinase inhibitor
glomerular filtration
volume of distribution
clearance

nezadouci ucinky
gastrointestindlni trakt
imatinib

nilotinib

ultra performance liquid chrom.

high performance liquid chrom.

mass spectrometry

tandem mass spektrometry
mobilni/stacionarni faze

lower limit of quantification
upper limit of quantification
gastrointestinal stromal tumor
Philadelphia chromozome
Fakultni nem. Hradec Kralové
chronic myelogenous leukemia
acute myeloid leukemia
adenosine triphosphate
ultraviolet-visible spectroscopy

internal standard
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cesky preklad

tyrozinkinazovy inhibitor
glomerularni filtrace
distribu¢ni objem

clearance

nezadouci ucinky

travici soustava

imatinib

nilotinib

ultra ucinna kap. chromatogr.
vysokoucinnd kap. chromatogr.
hmotnostni spektrometrie
tandemova hmotnostni spektr.
mobilni/stacionarni faze

dolni mez kvantifikace

horni mez kvantifikace

gastrointestindlni stromalni tumor

Philadelphsky chromozom
Fakultni nem. Hradec Kralové
chronickd myeloidni leukémie
akutni myeloidni leukémie

adenosintrifosfat

ultrafialovo-viditelna spektroskop.

vnitfni standard



zkratka vyznam zkratky Cesky preklad

QqQ triple quadrupole trojity kvadrupdl

ME matrix effects matricovy efekt

ESI electrospray ionization ionizace elektrosprejem

TOF (MS) time-of-flight mass spectr. analyzator doby letu

cv coefficient of variation variacni koeficient

SD standard deviation smérodatna odchylka

CE collision energy kolizni energie

SIM selected ion monitoring monitorovani vybrané reakce
MRM multiple reaction monitorning mupltiplexni analyza

APCI atm. pressure chem. ionization chem. ionizace za atm. tlaku
APPI atm. pressure photoionization fotoionizace za atm. tlaku

EMA European medicines agency Evropska agentura pro Iéc€. pfipr.
FDA Food and Drug Administration Utad pro kontrolu potravin a léciv
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Priloha ¢.1: Chromatogramy analytu a slepého vzorku

e Chromatogram extraktu slepého vzorku pro imatinib.
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e Chromatogram extraktu slepého vzorku pro nilotinib.
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e Chromatogram extraktu vzorku séra — koncentrace imatinibu byla 528,4 ug/I.
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e Chromatogram extraktu vzorku séra — vnitfni standard imatinib-d8
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e Chromatogram extraktu vzorku séra — koncentrace nilotinibu byla 637,5 ug/I.
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e Chromatogram extraktu vzorku séra — vnitfni standard nilotinib-d3
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Priloha €. 2: Hmotnostni spektra analytu

e Hmotnostni spektrum ESI+ zndzornujici kolizné indukovanou disociaci m/z

prekurzorového iontu 494,4 (IMATINIB) pfi kolizni energii 27 eV.
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e Hmotnostni spektrum ESI+ zndzornujici kolizné indukovanou disociaci m/z

prekurzorového iontu 494,6 (IMATINIB) pfi kolizni energii 35 eV.
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e Hmotnostni spektrum ESI+ zndzornujici kolizné indukovanou disociaci m/z

prekurzorového iontu 530,5 (NILOTINIB) pfi kolizni energii 32 eV.
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Priloha ¢.3: Vyvoj metody — optimalizace UPLC-MS/MS

systému
Name Data File Type Level Acq. Date-Time Imatinib: Calc. Conc.
Imatinib120717Te
mp ImatinibMRM110717_DGT180_1.d Calibration|1 7/12/2017 1:36 PM 100.0
Imatinib120717Te
mp ImatinibMRM110717_DGT200_1.d Sample 7/12/2017 1:55 PM 105.2;
Imatinib120717Te
mp ImatinibMRM110717_DGT220_1.d _ [Sample 7/12/2017 2:14 PM 109.5
Imatinib120717Te
mp ImatinibMRM110717_DGT240_1d _ [Sample 7/12/2017 2:34 PM 112.3
[Imatinib120717Te
mp ImatinibMRM110717_DGT260_1.d _ [Sample 7/12/2017 2:53 PM 114.9
Name Data File Type Level Acg. Date-Time Imatinib: Cale. Conc.
Imatinib120717Te
mp ImatinibMRM110717_SGT150_1.d Calibration|1 7/12/2017 12:18 PM| 100.0
Imatinib120717Te
mp ImatinibMRM110717_SGT200_1.d  [Sample 7/12/2017 12:38 PM 133.6]
Imatinib120717Te
mp ImatinibMRM110717_SGT250_1.d _ |Sample 711212017 12:57 PM 163.6
imatinib120717Te
mp ImatinibMRM110717_SGT300_1.d __ |Sample 7/12/2017 1:16 PM 194.4
Name Data File Type Level Acq. Date-Time Imatinib: Calc. Conc.
Imatinib110717Ca
pNV ImatinibMRM 110717 _DGF14_1.d Calibration| 1 7/11/2017 2:10 PM 100.0]
Imatinib110717Ca
pNV ImatinibMRM110717_DGF15_1.d Sample 7/11/2017 2:15 PM 94 4]
Imatinib110717Ca &
PNV ImatinibMRM110717 DGF16_1.d Sampte 7/11/2017 2:20 PM 96.2
Imatinib110717Ca
PNV ImatinibMRM110717_DGF17_1.d Sample 711172017 2:25 PM 95.7]
Imatinib110717Ca
pNV ImatinibMRM110717_DGF18_1.d Sample 7/11/2017 2:30 PM 97.6
Imatinib110717Ca
pNV ImatinibMRM110717_DGF19_1.d Sample 7/11/2017 2:34 PM 97.9
Imatinib110717Ca
pNV ImatinibMRM110717_DGF20_1.d Sample 7/11/2017 2:39 PM 95.0
Name Data File Type Level Acq. Date-Time Imatinib: Cale. Conc.
Imatinib110717Ca
pNV ImatinibMRM110717_SGF7_1.d Calibration 1 7/11/2017 1:38 PM| 100.0|
Imatinib110717Ca
pNV ImatinibMRM110717_SGF8_1.d Sample 7/11/2017 1:43 PM 123.2
Imatinib110717Ca
pNV ImatinibMRM110717_SGF9_1.d Sample 7/11/2017 1:48 PM 122.7
Imatinib110717Ca
pNV ImatinibMRM110717_SGF10_1.d Sample 7/11/2017 1:53 PM 124.3
Imatinib110717Ca
pNV ImatinibMRM110717_SGF11_1.d Sample 7/11/2017 1:58 PM 123.5
Imatinib110717Ca
pNV ImatinibMRM110717_SGF12_1.d Sample 7/11/2017 2:03 PM| 127.4
Name Data File Type Level Acg. Date-Time Imatinib: Cale. Conc.
Imatinib110717Ca |ImatinibMRM110717_Nebulizer10_1.
pNV d Calibration|1 7/11/2017 2:46 PM 100.0
Imatinib110717Ca [ImatinibMRM110717_Nebulizer20_1.
pNV d Sample 7/11/2017 2:50 PM 168.9
Imatinib110717Ca [ImatinibMRM110717_Nebulizer30_1.
PNV d Sample 7/11/2017 2:54 PM 164.2]
Imatinib110717Ca |ImatinibMRM110717_Nebulizer40_1. ]
pNV d Sample 7/11/2017 2:58 PM 145.4
Imatinib110717Ca |ImatinibMRM110717_Nebulizers0_1.
pNV d Sample 7/11/2017 3:02 PM 136.6




_ Name Data File Type Level Acg. Date-Time Imatinib: Calc. Conc.
Imatinib110717Ca
pNV ImatinibMRM110717_Nozzle0 1.d _ |Calibration|1 7/11/2017 3:41 PM 100.0
Imatinib110717Ca
pNV ImatinibMRM110717_NozzIe500_1.d _|Sampl 7/11/2017 3:44 PM 69.8
Imatinib110717Ca
pNV ImatinibMRM110717_Nozzle1000_1.d|Sample 7/11/2017 3:48 PM 53.8
Imatinib110717Ca
pNV ImatinibMRM110717_Nozzle1500_1.d|Sample 7/11/2017 3:52 PM 46.0/
Imatinib110717Ca
pNV ImatinibMRM110717_Nozzle2000_1.d|Sample 7/11/2017 3:56 PM 40.9)
Angs G é,u
Optimizer Report Cz asky,
W Mekoct) 35V
Project Name: Imatinib
Instrument Name: LCMS
Instrument Model: G6490A
Compound Name Formula Mass Sample Position
imatinib 4934 P1-A2
Method Name Polarity Ion Source
D:\MassHunter\Methods\IMATINIB\ImatinibMRM270617.m Positive AJS ESI
Precursor Ion Fragmentor Product Ion Collision Energy Abundance
494.4 380 394 27 576446
1 ',1.); G /L./
Optimizer Report (= 45:/39 L/
f
A tecy A% eV
Project Name: Imatinib2
Instrument Name: LCMS
Instrument Model: G6490A

Compound Name

Formula Mass Sample Position

Imatinib 4934 P1-A2

Method Name Polarity Ion Source
D:\MassHunter\Methods\IMATINIB\ImatinibMRM270617.m Positive ~ AJS ESI
Precursor Ion Fragmentor Product Ion Collision Energy Abundance
494.4 380 394 27 550322




Optimizer Report

Project Name: Nilotinib060519
Instrument Name: LCMS
Instrument Model: G6490A

Compound Name Formula Mass Sample Position

Nilotinib 529.1 P1-Al

Method Name Polarity Ion Source

D:\MassHunter\Methods\IMATINIB\NiloMRM060519.m Positive AJS ESI

Precursor Ion Fragmentor Product Ion Collision Energy Abundance

530.1 380 289.1 32 606186
Optimizer Report

Project Name: Nilotinib060519
Instrument Name: LCMS
Instrument Model: GB490A

Compound Name Formula Mass Sample Position

Nilotinib 529.1 Pi-Al

Method Name Polarity Ion Source
D:\MassHunter\Methods\IMATINIB\NiloMRM060519.m Positive AJS ESI
Precursor Ion Fragmentor Product Ion Collision Energy Abundance

530.1 380 289.1 36 589463



Priloha C. 4: Experimentalné namérené hodnoty pro
parametry preciznosti a spravnosti za podminek

opakovatelnosti v sérii a mezi sériemi v pg/l (IMATINIB)

Preciznost a spravnost v sérii (IMATINIB)

Ndzev materidlu 5Q1_IMAT |5Q2_IMAT [SQ3_IMAT |SQ4_IMAT |5Q5_IMAT
Ref. Hodnota (ug/l) 26,42 264,2 528,4 1056,7 4226,9
Mérfeni &.1 27,836 270,490 538,944 1047,538 4081,937
Mérfeni &.2 27,397 269,248 537,575 1016,283 4082,343
Méreni &.3 26,854 275,364 518,279 1032,443 4153,216
Méreni &.4 26,094 263,395 543,667 1005,986 4132,491
Mérfeni &.5 27557 259,995 526,783 1042,804 4108,093
Méreni &6 27,262 260,267| 544,682| 1009,328| 4064,441
Méreni &.7 27,691 268,869 536,706 1044,720 4188,254
Mérfeni &.8 26,006 239,371 548,875 1047,883 4191,040
Mérfeni £.9 27,355 259,859 524,809 1028,173 4108,730
MéFeni &.10 27,346 269,103 520,465 1021,192 4184,514

Maezilehld preciznost a sprévnost (IMATINIB)
Nazev materidlu 501 IMAT btw |SQ2 IMAT btw (503 IMAT btw
Ref. Hodnota (ug/l) 26,42 264,2 5284
Méfeni &.1 28,770 264,950 538,070
Méfenfi &.2 30,710 275,080 547,010
MéFeni &.3 29,300 273,830 554,830
MéFeni &.4 26,990 275,540 530,920
MéFeni £.5 28,970 269,850 526,870
MéFeni &.6 28,430 283,560 522,990
MéFeni &7 25,650 262,500 524,620
Ndzev materidlu S04 IMAT btw |SQ5_IMAT btw |SQ6_IMAT_btw
Ref. Hodnota (ug/l) 1056,7 21134 42269
Mérfeni &.1 1053,250 2077,440 4210,190
Mérfeni &.2 1062,710 2177920 4189,670
Méreni .3 1136,430 2147,460 3981,440
Méreni &.4 1066,540 2110,050 4111,900
Mérfeni &.5 965,620 2145,320 4082,200
Mérfeni &.6 1002,400 2200,520 3954,140
Méreni &.7 1066,590 2120,150 4331,340




Priloha C. 5: Experimentalné namérené hodnoty pro
parametry preciznosti a spravnosti za podminek

opakovatelnosti v sérii a mezi sériemi v pg/l (NILOTINIB)

Preciznost a spravnost v sérii (NILOTINIB)

Ndzev materidlu SQ1_NIL  |SQ2 NIL [SQ3_NIL [SQ4_NIL  |SQ5_NIL
Ref. Hodnota (ug/l) 31,875 318,75 637,5 1275 5100
Mérfeni &.1 33,291 352,106 047,884 1252,621 4770,700
Mérfeni &.2 30,847 343,474 068,726 1289,714 4953,500
Méreni &.3 32,142 326,939 656,072 1276,705 4847,100
Méreni &.4 32,429 318,023 658,851 1242,961 4725,800
Mérfeni &.5 32,744 327,565 095,231 1282,019 4890,900
Mérfeni &.6 29,704 337,293 646,990 1282,944 4815,800
Méreni &.7 32,651 356,897 675,011 1327,630 4952,100
Mérfeni &.8 32,621 294,560 080,250 1247,274 4879,100
Mérfeni £.9 33,130 339,960 047,018 1230,233 5091,500
MéFeni &.10 32,216 315,601 598,359 1184,529 5151,400

Maezilehld preciznost a sprévnost (NILOTINIB)
Nazev materidlu 501 NIL btw 502 NIL btw 503 NIL btw
Ref. Hodnota (ug/l) 31,875 318,75 637,5
Méfeni &.1 35,550 274,730 600,380
Méfenfi &.2 33,370
MéFeni &.3 33,010 315,770 626,010
MéFeni &.4 37,320 726,390
MéFeni £.5 34,800 349,530 651,010
MéFeni &.6 35,670 326,670 638,390
MéFeni &7 34,260 318,510 673,170
Ndzev materidlu 504 NIL _btw SQ5_NIL_btw SQ6_NIL_btw
Ref. Hodnota (ug/l) 1275 2550 5100
Mérfeni &.1 1305,420 2521,570 4964,870
Mérfeni &.2 1241,730 2326,170 5135,920
Méreni .3 1465,580 2480,120
Méreni &.4 1276,620 2643,860 5069,170
Mérfeni &.5 1256,440 2519,020 4930,970
Mérfeni &.6 1202,760 2754,340 4945,980
Méreni &.7 1276,730 2591,730 5172,560
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