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Določanje privzema imatiniba v levkocite kot 
napovedni dejavnik uspešnosti zdravljenja 
KML
Determination of imatinib intracellular uptake in 
leukocytes as a prognostic factor in cML therapy
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Izvleček
Izhodišča: Imatinib je prvo usmerjeno zdravi-
lo pri zdravljenju kronične mieloične levkemije 
(KML). Odziv bolnikov na zdravljenje z imatini-
bom je odvisen tudi od vstopa učinkovine v tarč-
no celico z organskim kationskim prenašalcem 1 
(OCT1). Na osnovi privzema radioaktivno ozna-
čenega imatiniba v mononuklearne (MNC) celi-
ce bolnikov pred začetkom zdravljenja je že bila 
dokazana povezava med aktivnostjo OCT1 pre-
našalcev in uspešnostjo zdravljenja. Domneva 
se, da bi določanje aktivnosti OCT1 pri bolnikih 
s KML lahko prispevalo k napovedi uspešnosti 
zdravljenja z imatinibom.

Metode: MNC in granulocite (Gran) zdravega 
prostovoljca smo pred ali po ločevanju na Ficoll-
-u inkubirali v raztopini imatiniba s prazosinom 
oz. brez. Celice smo lizirali s tekočim dušikom, 
nato pa iz lizata z mešanico organskih topil ek-
strahirali imatinib. Vsebnost učinkovine v eks-
traktu smo določili z metodo LC-MS/MS.

Rezultati: Največji privzem imatiniba smo izme-
rili v predhodno ločenih Gran, v katerih je bila 
znotrajcelična koncentracija imatiniba skoraj 10-
krat večja kot v ostalih vrstah celic. Ob dodatku 
prazosina (inhibitor OCT1) so bile znotrajcelič-
ne koncentracije imatiniba statistično značilno 
nižje tako v MNC (1,49 ± 0,11 vs. 17,8 ± 1,6 mg/L) 
kot tudi v Gran (96,2 ± 2,2 vs. 191,2 ± 7,7 mg/L), 
inkubiranih z učinkovino po ločevanju na Ficoll-
-u. Absolutna aktivnost OCT1 je bila največja v 
Gran (6,27 ± 0,66 ng imatiniba/200000 celic).

Zaključki: Razvili smo postopek za določanje 
privzema imatiniba v levkocite, ki ne temelji na 
uporabi radioaktivno označenih spojin. Z njim 
želimo preveriti povezanost aktivnosti OCT1 z 
uspehom zdravljenja z imatinibom tudi na slo-
venski populaciji bolnikov s KML.

Abstract
Background: Imatinib is the first target therapy 
for chronic myelogenous leukemia (CML). Re-
sponse to imatinib treatment also depends on 
the uptake of the drug into the target cell by or-
ganic cation transporter 1 (OCT1). OCT1 activity 
determined by the uptake of 14C-imatinib (IUR) 
in isolated mononuclear cells (MNC) has already 
been linked with treatment response. It has been 
proposed that the OCT1 activity determination 
could provide a valuable tool for the prediction 
of treatment success in patients with CML.

Methods: MNC and granulocytes (Gran) of a 
healthy volunteer were incubated with imatinib 
in the presence or absence of prazosin before and 
after Ficoll cell sorting. The cells were lysed with 
liquid nitrogen and extracted with organic sol-
vents. The intracellular concentration (ci) of ima-
tinib was determined by LC-MS/MS method.

Results: We measured the highest IUR in Gran 
isolated prior to incubation with imatinib. There 
the ci was 10-fold higher than in other cells. With 
prazosin, significantly lower imatinib ci were ob-
served in MNC (1.49 ± 0.11 vs. 17.8 ± 1.6 mg/L) 
and Gran (96.2 ± 2.2 vs. 191.2 ± 7.7 mg/L) incuba-
ted after cell sorting. We measured the highest 
absolute OCT1 activity in Gran (6.27 ± 0.66 ng 
imatinib/200000 cells).

Conclusions: We developed a procedure for the 
measurement of imatinib uptake into the white 
blood cells, which is not based on the use of radi-
oactively labelled compounds. By means of this 
test, we also hope to determine the correlation 
of OCT1 activity with treatment success in the 
population of Slovenian CML patients.
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centracijo, še preden bi bila ta dovolj visoka, 
da bi celico ubila. Omenjeni pojav pozna-
mo pod imenom »Multi-drug resistance« 
ali MDR in pomeni lastnost rakavih celic, 
da število ali aktivnost prenašalcev za od-
stranjevanje učinkovine še povečajo in tako 
postanejo odporne na večji spekter citosta-
tičnih učinkovin. Največja skupina MDR 
prenašalcev so prenašalci ABC (ang. ATP 
binding casette). Mnoge študije so potrdile, 
da je imatinib substrat P-glikoproteina,12-20 
in da se bodisi kot substrat ali pa kot inhibi-
tor veže tudi na prenašalec BCRP (angl. Bre-
ast cancer resistance protein),20-25 vendar pa 
njun pomen za odpornost levkemičnih celic 
na imatinib ni bil nesporno dokazan.12-14

V zadnjem času se vse pogosteje poja-
vljajo domneve, da so vzrok MDR lahko 
tudi prenašalci, odgovorni za privzem učin-
kovine v rakavo celico. Leta 2004 je britan-
ska raziskovalna skupina prvič opisala vlogo 
organskega kationskega prenašalca 1 (OCT1) 
pri vstopu imatiniba v tarčno celico.17 Gre za 
prenašalec iz velike družine polispecifičnih 
organskih kationskih prenašalcev, ki jih naj-
demo v jetrih, ledvicah in v črevesju, torej 
organih, ključnih za odstranjevanje številnih 
endogenih organskih kationov kot tudi širo-
kega spektra učinkovin in toksinov. Spojine, 
ki so pri fiziološkem pH pozitivno nabite, 
prenaša v elektrogeni smeri (v notranjost 
celice).26 Odkriti so bili številni polimorfiz-
mi, ki vplivajo na aktivnost OCT1.27 Zato so 
sklepali, da je OCT1 lahko omejujoči dejav-
nik pri učinkovitosti zdravljenja z imatini-
bom.

Crossman in sodelavci24 so prvič vpliv 
prenašalca OCT1 na privzem imatiniba v 
MNC (mononuklearne celice) preverili na 
manjšem številu bolnikov s KML. Ugotovili 
so, da je izražanje OCT1 pri bolnikih varia-
bilno, vendar ne drugačno kot pri zdravih. 
Znotraj skupine bolnikov pa je bilo izražanje 
mRNA OCT1 osemkrat višje pri bolnikih, ki 
so se na zdravljenje z imatinibom odzvali, 
od izražanja mRNA OCT1 pri neodzivnih 
bolnikih. Sklepali so, da bolniki, ki nimajo 
zadostnega izražanja prenašalcev za pri-
vzem imatiniba v tarčne celice, tudi najver-
jetneje ne dosežejo citogenetskega odgovora 
in uspeha zdravljenja.

Uvod
Imatinib (Glivec, Gleevec, STI571) pred-

stavlja prelomnico v zdravljenju kronične 
mieloične levkemije (KML) in raka na splo-
šno. Je prvo zdravilo, načrtno razvito na 
osnovi natančnega poznavanja mehanizmov 
delovanja levkemične celice in usmerjeno 
proti točno določeni tarči – encimu bcr-abl s 
tirozinkinazno aktivnostjo. Z inhibicijo tega 
konstitutivno aktivnega encima imatinib 
prepreči nekontrolirano delitev in zorenje 
celice in s tem zavre razrast levkemičnega 
klona.1-3

Prva mednarodna raziskava IRIS (ang. 
International Randomized IFN vs STI571 
study) je potrdila pomembno večjo učin-
kovitost in varnost zdravljenja KML z ima-
tinibom, v primerjavi z dotlej uveljavljenim 
zdravljenjem z interferonom alfa (IF-alfa) 
in citarabinom.4 Po 18 mesecih zdravljenja 
je popolni citogenetski odgovor (odsotnost 
Ph kromosoma v delečih se celicah kostnega 
mozga) doseglo kar 76,2 % bolnikov, zdra-
vljenih z imatinibom, z IF-alfa in citarabi-
nom pa le 14,5 %.4 Bolniki so zdravilo dobro 
prenašali, zmanjšala pa se je tudi verjetnost 
napredovanja bolezni v pospešeno obdobje 
ali blastno preobrazbo bolezni.5

Po 10- in večletnih izkušnjah zdravljenja 
z imatinibom vemo, da določen delež (20–
35 %) bolnikov želenega odgovora na zdra-
vljenje ne doseže ali pa ga med zdravljenjem 
izgubi. Govorimo o primarni in sekundarni 
oz. pridobljeni odpornosti.6,7 Za primarno 
odpornost na zdravljenje z imatinibom so 
v prvi vrsti odgovorne povečana ekspresija 
in mutacije v genu za tirozinsko kinazo bcr-
-abl,8 ki preprečujejo vezavo učinkovine v 
aktivno mesto encima, pogosto pa je razlog 
tudi njena nezadostna inhibicija, ki je po-
sledica prenizke koncentracije učinkovine 
v plazmi9 in posledično tudi na mestu delo-
vanja.10,11 Razlog za sekundarno odpornost 
je po drugi strani reaktivacija signalnih poti 
BCR-ABL1, ki so prav tako posledica muta-
cij, nemalokrat pa je vzrok tudi spremenjen 
prenos učinkovine na mesto delovanja.16,18

Že dolgo je znano, da so za odpornost 
rakavih celic na citostatike lahko odgovor-
ni proteini, ki črpajo učinkovino iz celice in 
tako zmanjšujejo njeno znotrajcelično kon-
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tiniba v teh celicah in s tem za ohranjanje 
levkemičnega klona.34

Domnevamo, da igra aktivnost OCT1 
pomembno vlogo pri napovedovanju uspe-
šnosti zdravljenja KML z imatinibom. Zato 
smo v našem laboratoriju razvili postopek 
za določanje privzema imatiniba v tarčne 
celice bolnikov s KML, ki ne temelji na upo-
rabi radioaktivno označenih spojin in je zato 
prenosljiv tudi v hematološki laboratorij.

Materiali in metode
Kemijske spojine

Raztopino za inkubacijo celic smo pri-
pravli z imatinib mezilatom (Sequoia Rese-
arch Products, Oxford, Velika Britanija) in 
prazosinom (Sigma Aldricht, Deisenhofen, 
Nemčija). Kot interni standard pri analizi z 
metodo LC-MS/MS smo uporabili D8- ima-
tinib (AlsaChim, Strasbourg, Francija).

Celična kultura

Celice levkemične linije K-562 (Ame-
rican Type Culture Collection, Manassas, 
ZDA) so bile gojene v mediju Iscove‘s Modi-
fied Dulbecco‘s Medium (Life Technologies 
B.V., Nizozemska) z dodatkom 10 % fetal-
nega govejega seruma (ang. FBS) (Gibco®) 
in 100 UE/mL penicilina pri 37 °C v priso-
tnosti 5-odstotnega CO2 in vlage. Gostota 
celic ob nasajanju na plošče T-75 s plinsko 
prepustnim zamaškom (Sigma Aldrich, De-
isenhofen, Nemčija) je bila 2 × 105 celic/mL, 
zamenjava medija s ponovnim nasajanjem 
je potekala vsak drugi dan. Inkubacija celic 
za določanje privzema imatiniba je potekala 
v RPMI 1640 mediju (Gibco®) z dodatkom 
10 % fetalnega govejega seruma in koncen-
tracijo 6 × 105 celic/mL.

Osamitev celic periferne krvi

Za določanje privzema imatiniba v mo-
nonuklearne celice (MNC) in granulocite 
(Gran) smo zdravemu prostovoljcu vzeli 
40 mL periferne krvi v epruvete z natrije-
vim heparinom. Celice smo na posamezne 
frakcije ločili s centrifugiranjem s PBS (ang. 
Phosphate Buffered Saline) redčene krvi pre-
ko gostotno gradientnega medija Ficoll Pack 

O podobnih rezultatih so poročali tudi 
Wang s sodelavci.32 V raziskavi na 70 bol-
nikih so potrdili, da raven izražanja OCT1 
prenašalca bistveno vpliva na doseganje po-
polnega citogenetskega odgovora, verjetnost 
napredovanja bolezni in podaljšanje preži-
vetja bolnikov s KML ter je zato pomembni 
kazalec pri napovedovanju kliničnega odgo-
vora na zdravljenje z imatinibom.

Nadaljnje raziskave opisane povezave 
OCT1 izražanja z doseganjem odziva na 
zdravljenje z imatinibom niso potrdile.27,29,30 
Zato je skupina avstralskih raziskovalcev 
razvila test za merjenje aktivnosti OCT1 v 
krvi bolnikov s KML (IUR assay- ang. imati-
nib uptake and retention assay), ki bi nepo-
sredno napovedoval učinkovitost privzema 
imatiniba v levkemične celice. Proučevali so 
privzem radioaktivno označenega imatiniba 
v celice bolnikov s KML brez ali v prisotno-
sti znanega inhibitorja OCT1 prazosina.28 
Pri 132 bolnikih so potrdili veliko variabil-
nost aktivnosti OCT1 (razpon 1–31,2 ng ima-
tiniba/200000 celic) in korelacijo visoke ak-
tivnosti OCT1 z doseganjem molekularnega 
odgovora, počasnejšim napredovanjem bo-
lezni in daljšim preživetjem. S primerjavo 
skupin bolnikov, ki sta bili zdravljeni z raz-
ličnimi odmerki zdravila (manj kot 600 mg 
oz. 600 mg ali več na dan), so pokazali, da 
bolniki z visoko aktivnostjo OCT1 dosežejo 
molekularni odgovor ne glede na odmerek 
zdravila, medtem ko je bil odziv na zdravlje-
nje pri bolnikih z nizko aktivnostjo OCT1 
močno odvisen od odmerka imatiniba. Še 
več, s povečanjem odmerka zdravila na 800 
mg so tudi bolniki z nizko aktivnostjo OCT1 
dosegli enak odgovor kot tisti z visoko aktiv-
nostjo OCT1.29,31

Vpliv prenašalca OCT1 na privzem ima-
tiniba v celico so raziskovali tudi na CD34+ 
matičnih celicah.34 Te celice so manj dovze-
tne za apoptozo, povzročeno z imatinibom 
in so zato verjetno razlog, da s tem zdravilom 
KML ne moremo povsem pozdraviti.35,36 
Tudi rezultati testa IUR na celicah bolnikov 
s KML so pokazali, da sta tako aktivnost kot 
tudi raven izražanja OCT1 bistveno nižja pri 
nezrelih CD34+ celicah v primerjavi z zreli-
mi CD34- celicami. To lahko pomeni, da je 
nižja dejavnost prenašalcev OCT1 v nezrelih 
celicah odgovorna za manjše kopičenje ima-
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Slika 1: Privzem 
imatiniba v Mnc, 
gran in k562 celice z 
inhibitorjem prazosina 
ali brez. aktivnost Oct1 
je določena kot razlika v 
privzemu imatiniba pred 
in po dodatku inhibitorja.

imatiniba niti prazosina. Celice smo inkubi-
rali pri 37 °C 2 uri. Po inkubaciji smo celice 
dvakrat sprali s hladnim PBS pufrom in jih 
zamrznili na -20 °C za nadaljnjo analizo.

Poskus s polno krvjo smo izvedli tako, 
da smo kri najprej redčili z medijem RPMI 
1640 v razmerju 1:3, nato pa le-to razdelili v 
dve T-75 ploščici za gojenje celic. Redčeni 
krvi smo dodali še koncentrirano raztopi-
no imatiniba oz. imatiniba in prazosina do 
končnih koncentracij 2 µM imatiniba in 100 
µM prazosina, nato pa vse skupaj inkubira-
li pri 37 °C 2 uri. Iz inkubirane krvi smo po 
opisanih postopkih osamili MNC in Gran. 
Ločene celice smo prešteli na hematološkem 
analizatorju in jih v alikvotih po 3×106 celic 
shranili na -20 °C za nadaljnjo analizo.

Liza celic in ekstrakcija imatiniba

Za določitev znotrajcelične koncentraci-
je oz. vsebnosti imatiniba v ločenih celicah 
smo uporabili ekstrakcijo z organskimi to-
pili in tekočinski kromatograf, sklopljen z 
masnim detektorjem, kot je opisano v nada-
ljevanju.

Inkubirane celice smo lizirali s tekočim 
dušikom in sicer tako, da smo vsak vzorec 
izmenično trikrat zamrznili in odtalili. Ima-
tinib smo iz naalkaljenega celičnega lizata 
po dodatku internega standarda D8-imati-
niba ekstrahirali z zmesjo etilacetata in he-

plus (GE Healthcare, Uppsala, Švedska). Po 
centrifugiranju je plast nad Ficoll-om pred-
stavljala MNC, iz plasti pod Ficoll-om pa 
smo po lizi eritrocitov pridobili Gran. Obe 
vrsti celic smo po osamitvi dvakrat spirali s 
PBS in jih po zadnjem centrifugiranju pre-
šteli s hematološkim analizatorjem Beck-
man Coulter LH750 (Beckman Coulter, Inc, 
Brea, ZDA). Uporabo bioloških vzorcev za 
razvoj analizne metode je odobrila Komisija 
Republike Slovenije za medicinsko etiko (št. 
77/1/07).

Inkubacija izoliranih MNC in 
Gran ter polne krvi v prisotnosti 
imatiniba in prazosina

Za poskus z ločenimi celicami smo v de-
vet T-25 ploščic za gojenje celic odpipetirali 
RPMI 1640 medij s FBS in ustrezen volu-
men celic do končne koncentracije 600000 
celic/mL. Trem inkubacijskim zmesem smo 
dodali koncentrirano raztopino imatiniba 
(33,3 µM), trem ploščicam pa koncentrirano 
raztopino imatiniba (33,3 µM) in prazosina 
(1,67 mM) do končnih koncentracij 2 µM in 
100 µM v enakem vrstnem redu. Koncentra-
cijo imatiniba smo privzeli iz literature in 
sledi dejanski povprečni vrednosti plazem-
ske koncentracije učinkovine pri bolnikih 
s KML.9,29 V treh T-25 (kontrolnih) plošči-
cah inkubacijska raztopina ni vsebovala niti 
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literaturi. Koncentracijo imatiniba v celicah 
smo izračunali s pomočjo literaturnih vre-
dnosti volumnov posameznih tipov celic. 
Tako smo predpostavljali, da je volumen 
MNC 190 fL, Gran 360 fL in celic K-562 2030 
fL.40-42 Aktivnost OCT1 se izrazi kot razlika 
v privzemu imatiniba brez dodatka inhibi-
torja OCT1 prazosina ali ob dodatku.

Rezultati kažejo, da je bil privzem ima-
tiniba največji v Gran, ki so bili najprej izo-
lirani iz krvi, nato pa inkubirani z imatini-
bom, in v katerih smo izmerili skoraj 10-krat 
večje koncentracije imatiniba kot v ostalih 
vrstah celic (Tabela 1). Nekoliko manjši je bil 
izmerjen prehod učinkovine v MNC, inku-
birane z imatinibom v polni krvi, znotrajce-
lični koncentraciji imatiniba v K562 celicah 
in MNC inkubiranih po izolaciji pa sta bili 
približno enaki. V Gran, izoliranih po inku-
baciji polne krvi, je bila vsebnost imatiniba 
pod mejo določljivosti (Slika 1 in Tabela 1).

Dodatek prazosina je tudi v našem po-
skusu pomembno vplival na prenos imatini-
ba v celico (Slika 1). V vseh primerih, z izje-
mo vzorca Gran, izoliranih iz polne krvi po 
inkubaciji z imatinibom, ko ponovno vseb-
nosti spojine zaradi očitno prenizke vredno-
sti nismo mogli določiti, smo namreč po 
dodatku prazosina izmerili bistveno nižje 
znotrajcelične koncentracije imatiniba. Raz-
lika je bila statistično značilna (p < 0,05) za 
vzorce MNC in Gran, ki so bili inkubirani z 
imatinibom po predhodni ločitvi na Ficoll-
-u ter pri celicah K-562. Pri MNC, izoliranih 
po inkubaciji polne krvi, razlika ni bila stati-
stično značilna.

ksana. Po ločitvi ter sušenju organske faze 
v sušilniku TurboVap (Zymark, Hopkinton, 
ZDA) smo posušen vzorec rekonstituirali 
v zmesi 50-odstotne vodne raztopine HN-
4Cl (4,5 mM) in 50-odstotnega metanola 
in po dodatnemu koncentriranju vzorca v 
centrifugi pod znižanim tlakom SpeedVac 
(Savant SC110A, Hicksville, ZDA) vsebnost 
imatiniba v ekstraktu določili z LC-MS/
MS aparatom, sestavljenim iz tekočinske-
ga kromatografa ultra visoke zmogljivosti 
(UHPLC) Agilent Infinity 1290 in masnega 
detektorja Agilent 6460 (Agilent, Palo Alto, 
ZDA). Prostornina vbrizgavanja je bila 1 µL, 
sledilo je gradientno izpiranje kolone Kine-
tex 50 × 2.1 mm C18 z 2,6 µm delci (Pheno-
menex, Torrance, ZDA) pri 50 °C z mobilno 
fazo, sestavljeno iz 0,1 % mravljinčne kisline 
in 98 % acetonitrila z gradientom od 10 % do 
50 % v 1,0 min. Uporabljen je bil ionski izvor 
JetStream® v pozitivnem načinu ionizaci-
je. Za kvantifikacijo imatiniba in imatiniba 
D-8 smo uporabili multirezidualno anali-
zo s spremljanjem masnih prehodov m/z 
494→394 in m/z 502→394, v enakem vrstnem 
redu. Retencijski čas za oba analita je bil 1,2 
min, celotni čas analize enega vzorca pa je 
bil 2,6 min. Ocenjena meja določitve za ima-
tinib na osnovi zahteve za razmerje signal/
šum 1:10 je bila pri 154,8 ng/L v ekstraktu, 
kar ustreza 6,2 pg imatiniba na 200.000 ce-
lic.

Rezultati
Vsebnost imatiniba smo podali v 

ng(IM)/200000 celic zaradi lažje primer-
jave rezultatov z že objavljenimi podatki v 

Tabela 1: Privzem (IUr [ng imatiniba/200000 celic]) in znotrajcelična kocentracija (ci) imatiniba v 
različnih vrstah celic (Mnc – mononuklearne celice, gran – granulociti, k-562 – linija kML celic) z 
ali brez prazosina (inhibitor Oct1); aktivnost Oct1 [ng imatiniba/200000 celic]- razlika v privzemu 
imatiniba pred in po dodatku prazosina.

2 µM imatinib 2 µM imatinib + 100 µM 
prazosin

aktivnost 
OCT1

IUR ci [mg/L] IUR ci [mg/L]

Mnc (ločene celice) 0,68 ± 0,06 17,8 ± 1,6 0,06 ± 0,00 1,49 ± 0,11 0,62 ± 0,06

gran (ločene celice) 12,62 ± 0,51 191,2 ± 7,7 6,35 ± 0,15 96,2 ± 2,2 6,27 ± 0,66

Mnc (polna kri) 1,19 ± 0,01 31,4 ± 0,3 1,06 ± 0,13 27,9 ± 3,6 0,13 ± 0,14

k-562 6,50 ± 0,31 16,0 ± 0,8 0,72 ± 0,04 1,78 ± 0,09 5,78 ± 0,35
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smo po ločitvi celic na Ficoll-u v njihovem 
lizatu določili le še 39 µg/L, po spiranju pa 
je ta vrednost padla pod mejo določljivosti. 
Upad vsebnosti imatiniba v celičnem lizatu 
je deloma tudi posledica izgub celic med 
postopkom (to smo zaznali z upadom kon-
centracije proteinov v celičnem lizatu), del 
učinkovine pa se gotovo izgubi tudi z izpo-
stavitvijo celic velikim volumnom različnih 
pufrov. Naši rezultati se ujemajo tudi s trdi-
tvami, ki so jih objavili Mlejnek in sodelav-
ci.38 Ti so uhajanje imatiniba iz K-562 celic 
po in vitro poskusih morali omejiti s filtra-
cijo celic skozi silikonsko olje, kar pa žal ni 
prenosljivo na osamitev Gran. Težave z izgu-
bljanjem spojine iz celic med njihovo osami-
tvijo sicer kažejo tudi na to, da bo določitev 
znotrajceličnih koncentracij imatiniba pri 
bolnikih z že vzpostavljeno znotrajcelično 
koncentracijo imatiniba zelo zahtevna in bo 
zato v primeru takšnega določanja potreb-
na dodatna optimizacija postopka. Predvi-
devamo pa, da bi meritve znotrajceličnih 
koncentracij imatiniba pri bolnikih, ki so 
že zdravljeni z imatinibom, sicer lahko nu-
dile boljšo oporo pri spremljanju uspešnosti 
zdravljenja oz. iskanju možnega vzroka ne-
odzivnosti na zdravljenje, kot meritve pla-
zemskih koncentracij te učinkovine.

Rezultati, pridobljeni z inkubacijo prej 
osamljenih celic, se dobro ujemajo z že opi-
sanimi v literaturi.28,33 Prazosin kot inhi-
bitor OCT1 pomembno zmanjša privzem 
imatiniba v oba tipa celic (MNC, Gran) kot 
tudi v celice K-562. IUR pri MNC je bil sicer 
nekoliko nižji kot opisan v literaturi (pov-
prečni vrednosti IUR brez prazosina 24,35 
ng (IM)/200000 celic in s prazosinom 8,57 
ng (IM)/ 200000 celic28), kar pa pripisuje-
mo dejstvu, da je šlo v našem primeru za kri 
zdravega prostovoljca, ki ima drugačno se-
stavo frakcije MNC kot kri bolnika s KML. 
Pri bolniku pred zdravljenjem namreč v tej 
plasti poleg monocitov in limfocitov, ki so 
sicer prisotne pri zdravem človeku, zasledi-
mo tudi nezrele oblike granulocitov (mielo-
citi, metamielociti), ki so hkrati tudi tarča 
delovanja imatiniba. Predpostavljamo, da 
je prav vstop imatiniba v te celice ključen za 
njegovo učinkovitost v terapiji KML, posle-
dica pa je korelacija aktivnosti OCT1 frakcije 
MNC z uspehom zdravljenja z imatinibom. 

Razpravljanje
Aktivnost prenašalcev OCT1 pomembno 

vpliva na prehod imatiniba v levkemične ce-
lice KML in s tem na mesto delovanja. Poda-
tek o aktivnosti privzema imatiniba v MNC 
bi tako lahko koristil kot dopolnilno merilo 
v postopku izbire optimalnega zdravila za 
zdravljenje KML. Test, ki so ga razvili D. 
White in sodelavci, temelji na uporabi radi-
oaktivno označenega imatiniba, in je kot tak 
zelo draga preiskava in uporaben le v red-
kih ustrezno opremljenih laboratorijih. Zato 
smo želeli razviti postopek določanja aktiv-
nosti OCT1 v levkocitih, ki bi bil uporaben 
v hematološkem laboratoriju, bi dosegal 
ustrezno občutljivost in zanj ne bi potrebo-
vali radioaktivno označenih reagentov.

Privzem imatiniba smo določali v MNC 
in Gran, da bi tako določili, v kateri celič-
ni frakciji aktivnost OCT1 najbolj sovpada 
z odzivom na zdravljenje. Prav tako smo 
postopek osamitve celic izvedli na dva raz-
lična načina: z inkubacijo prej ločenih celic, 
povzeto po D. White s sodelavci, in inku-
bacijo polne krvi z naknadnim ločevanjem 
celic. Čeprav slednji način sicer bolje po-
snema dejanski privzem imatiniba v celice 
med zdravljenjem, se je ta postopek izkazal 
za neustreznega. V Gran namreč imatini-
ba praktično nismo izmerili, poskus na lo-
čenih celicah pa je pokazal, da spojina v te 
celice vendarle prehaja in to celo bolje kot 
v MNC. Menimo, da je razlog lažnih nega-
tivnih rezultatov v dolgotrajnem postop-
ku osamitve celic po inkubaciji imatiniba 
v polni krvi. Med postopkom osamitve so 
namreč celice vrste Gran dalj časa izposta-
vljene velikim prostorninam pufrov za lizo 
eritrocitov in spiranje (MNC so podvrženi 
le spiranju), ves ta čas pa lahko učinkovina 
nemoteno prehaja iz celic s pasivno difuzijo, 
tako da jo do konca osamitve skoraj v celoti 
izgubimo. Našo domnevo smo potrdili z iz-
postavitvijo v raztopini imatiniba inkubira-
nih celic K-562 enakemu načinu osamitve in 
sprotnim merjenjem vsebnosti učinkovine v 
celicah. Ugotovili smo, da se v simuliranem 
postopku osamitve in spiranja Gran imati-
nib skoraj popolnoma izloči iz celic K-562. 
Če je bila takoj po inkubaciji celic koncen-
tracija imatiniba v celičnem lizatu 104 µg/L, 
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Gran) inkubirali v raztopini imatiniba s pra-
zosinom oz. brez. Po inkubaciji bomo celice 
hitro sprali s hladnim pufrom PBS, jih pre-
šteli s hematološkim analizatorjem in znano 
število celic lizirali s tekočim dušikom. V li-
zatu bomo po ekstrakciji določili koncentra-
cijo imatiniba z LC-MS/MS metodo.

Sklepi
Razvili smo postopek za neposredno do-

ločanje privzema (IUR) imatiniba v enoje-
drne celice, granulocite in celice K-562, ki 
bi ga bilo mogoče, vsaj do priprave stabilnih 
vzorcev za analizo, izvajati tudi v specializi-
ranem hematološkem laboratoriju. Rezulta-
ti IUR, pridobljeni z našim postopkom, se 
ujemajo s podatki iz literature in tako še do-
datno potrjujejo vlogo prenašalca OCT1 pri 
prenosu imatiniba v celico.

Z razvitim postopkom želimo v priho-
dnosti preveriti tudi korelacijo aktivnosti 
OCT1 z uspehom zdravljenja z imatinibom 
na slovenski populaciji bolnikov. Če bi de-
jansko potrdili napovedno vrednost testa 
IUR, bi se omenjen postopek lahko vpeljal v 
diagnostiko bolnikov z novo odkrito KML. 
V začetni fazi predvidena neodzivnost bol-
nikov na imatinib bi upravičila zdravljenje 
s tirozinkinaznimi inhibitorji druge genera-
cije, kot sta nilotinib in dasatinib. Za ti dve 
učinkovini namreč velja, da njun prehod v 
celice ni odvisen od prenašalca OCT1, kar 
pomeni, da bi tudi bolniki z nizko aktivno-
stjo OCT1 z njima najverjetneje dosegli bolj-
ši uspeh zdravljenja.

Ker smo z opisanim poskusom pokazali, da 
z ustrezno pripravo vzorcev in občutljivo 
metodo LC-MS-MS lahko dosežemo dovolj 
dobro občutljivost celo za določanje privze-
ma imatiniba v frakcijo MNC celic zdravega 
prostovoljca, bo metoda dovolj občutljiva 
tudi za določitev IUR pri bolnikih s KML 
pred začetkom zdravljenja.

Aktivnost OCT1 v različnih tipih celic 
bolnikov s KML in zdravih prostovoljcev 
je preučevala tudi avstralska skupina raz-
iskovalcev.39 Ugotovili so, da je aktivnost 
OCT1 največja v nevtrofilcih, precej nižja v 
monocitih in najnižja v limfocitih. Opisane 
ugotovitve dodatno pojasnjujejo naše rezul-
tate. Ker je frakcija MNC pri zdravem pro-
stovoljcu sestavljena predvsem iz limfocitov 
in v manjši meri tudi iz monocitov, smo v tej 
frakciji izmerili bistveno nižje vrednosti IUR 
kot tudi nižjo aktivnost OCT1 v primerjavi s 
frakcijo Gran, v kateri prevladujejo (> 90 %) 
nevtrofilci (aktivnost OCT1 6,27 vs. 0,62 
ng(IM)/ 20000 celic). Naši rezultati se to-
rej dobro ujemajo z ugotovitvijo D. White s 
sodelavci, ki so največjo aktivnost OCT1 iz-
merili v MNC bolnikov pred zdravljenjem, 
nekoliko nižjo pri bolnikih s KML v remisiji 
in najnižjo pri zdravih prostovoljcih.39

Znotrajcelične koncentracije imatiniba v 
vseh vrstah celic, ki so od deset do stokrat 
višje v primerjavi s koncentracijo imatini-
ba v inkubacijski raztopini, potrjujejo, da 
privzem imatiniba poteka z aktivnim pre-
nosom, ki ga v veliki meri, pa vendar ne v 
celoti, lahko pojasnimo z aktivnostjo OCT1 
prenašalca. Raziskovalci D. White predpo-
stavljajo, da je možna vpletenost dodatnega, 
še neznanega prenašalca za privzem učinko-
vine.28 Vsekakor pa je, kot navajajo tudi Hu 
s sodelavci,33 znotrajcelična koncentracija 
imatiniba rezultat tako privzema kot odstra-
njevanja učinkovine z različnimi prenašalci, 
ki prenašajo učinkovino v obe smeri in jo 
zato le delno lahko pojasnimo z aktivnostjo 
enega samega prenašalca.

Na osnovi naših rezultatov smo lahko 
opredelili postopek določanja IUR vredno-
sti tudi za celice vzorca krvi bolnika pred za-
četkom zdravljenja z imatinibom. Bolniku 
bomo vzeli 15 mL krvi v epruveto z natrije-
vim heparinom, celice ločili na Ficoll-u po 
opisanem postopku in obe frakciji (MNC in 
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