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The role of ABC transporters in clinical practice

ATP-binding cassette (ABC) transporters are a family of transporter proteins
that contribute to drug resistance via ATP-dependent drug efflux pumps. There
are seven subfamilies classified as ABC transporters (ABCA through ABCG)
that are expressed in both normal and malignant cells. They are involved in the
transport of many substances, including the excretion of toxins from the liver,
kidneys, and gastrointestinal tract, and they limit permeation of toxins to vital
structures, such as the brain, placenta, and testis. The best-characterized
transporter protein is MDR1/P-glycoprotein, and a number of clinical
investigations have suggested that its intrinsic or acquired overexpression
resulted in a poor clinical outcome of chemotherapy. Conventional cancer
chemotherapy is seriously limited by the multidrug resistance (MDR) commonly
exhibited by tumour cells. One mechanism by which a living cell can achieve
multiple resistances is via the active efflux of a broad range of anticancer drugs
through the cellular membrane. Various types of compounds and techniques for
the reversal of ABC transporters mediated MDR have been developed, and
efforts have concentrated on the inhibition of function and suppression of
expression. Increased drug accumulation and drug resistance reversal with P-
gp inhibitors have been well documented in vitro, but only suggested in clinical
trials.

Role ABC transportéru v klinické praxi

ATP-binding cassette (ABC) je rodina transportnich proteind, ktera vypuzuje
[é8iva z bunky diky energii z ATP a zamezi tak jejich _akumulaci v burice.
V soucasnosti zname sedm podrodin ABC transportért (ABCA az ABCG), ktefi
se vyskytuji jak v normalnich tkanich, tak zhoubnych nadorech. Podileji se na
prenosu mnoha latek, véetné vylu€ovani toxinl z jater, ledvin a traviciho traktu
a dale omezuji prunik toxind do dulezitych organu, jako jsou mozek, placenta,
varlata. Chemoterapie nadorovych onemocnéni je vazné limitovana tzv.
fenoménem mnohocetné rezistence (MDR), ktery vykazuji bunky nékterych
nadord. Jednim z mechanismu rezistence je aktivni eflux Siroké Skaly cytostatik
bunéénou membranou. Nejlépe popsany transportni protein pfi vzniku
rezistentnich nadort je  MDR1/P-glycoprotein. MnozZstvi klinickych testu
naznacuje, ze jeho pritomnost v nadorové tkani (primarni nebo ziskana) vede k
Spatnym klinickym vysledkim chemoterapie. Byly vyvinuty rizné typy latek a
techniky pro zasah do ABC zprostiedkovavané MDR a snahy o snizeni
funkénosti a potladeni exprese téchto transportéri. ZvySena akumulace [éCiv a
zvrat _|ékové rezistence, uzitim P-gp inhibitort, byli velmi dobre
zdokumentovany in vitro, bohuzel se vS8ak doposud nedafi uspokojivé
zopakovat in vitro data s inhibitory MDR v Klinickych studiich.
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Seznam zkratek pouzitych v textu

ABC (ATP binding cassette) misto pro navazani ATP

AML akutni myelocysticka leukémie

ATP adenosintrifosfat

AUC plocha pod koncentraéné ¢asovou kfivkou
BCRP breast cancer resistance protein, ABCG2
CFTR transmembranovy requlaéni protein cystické fibrozy

CD56+ buriky majici na povrchu CD56 antigen

IC50 minimalni inhibiéni koncentrace, zastavi rist u 50% bunék

IHC imunohistochemicky

LRP lung resistance protein

MDR multidrug resistence fenomén fenomén mnohoc&etné rezistence

nadorovych bunék k cytostatiklim

MDR1 (multidrug gene produkt 1) synonymum P-glykoproteinu, ABCB1

mMRNA (messenger ribonucleic acid) mediatorova ribonukleova kyselina

MRP ABC transportni protein patfici do ABCC podrodiny

NBFs (nukleotide bindings folds) misto kam se vaze nukleotid

NSCLC nemalobunédény plicni karcinom

P-ap P-glykoprotein

RT-PCR reverse transcription- polymerase chain reaction

SCLC malobunédény plicni karcinom
SNP single nucleotide polymorphysm
™ transmembranova doména




1. Uvod

ABC transportni proteiny jsou dnes zkoumany v klinické
praxi v nékolika oblastech. V poslednich letech se zajem odborné
vefejnosti i farmaceutickych firem odvraci od vyuziti znalosti o ABC

transportérech v terapii nadorovych onemocnéni. Provéfuji se dalSi

moznosti vyuziti ABC transporterll, napfiklad terapie farmakorezistentni
epilepsie, cilena distribuce IéCiv do centralni nervové soustavy,

optimalizace absorpce IéCiv apod.. Presto je vSak stale nejvétsi zajem

soustifedén na vyuziti poznatkl o ABC transportérech pravé v onkologii
a na toto téma je provadéna vétSina klinickych studii. Plyne to i ze
zavaznosti nadorovych onemocnéni, nebot v souCasné dobé stale
pfiblizné polovina pacientl s touto diagnézou umira.

Lékova rezistence zUstava jednou z primarnich pfi€in selhani
chemoterapie u nadorovych onemocnéni. ABC transportéry (z
anglického ATP-binding cassette) je_rodina transportnich proteind,

které se podileji na Iékové rezistenci mechanismem_na ATP-zavislych

transportnich proteinech, které vypuzuji cytostatika z bunék. P-
glykoprotein (P-gp), kdédovan ABCB1 genem, je ABC transportni

protein, ktery bézné zpuUsobuje exkreci toxinl z bunék. P-gp je také

zodpovédny za rezistenci k fadé chemoterapeuticky ucinnych latek. P-

gp se ve zvySené mife vyskytuje u rezistentnich nadorl jako jsou
nadory tracniku a ledvin, a jeho vyskyt se zvySuje nasledkem
chemoterapie a progrese malignit napfiklad u nékterych leukémii a
nadorl prsu. DalSi skupinu ABC transportnich proteint, zodpovédnych

za |ékovou rezistenci, tvofi rodina MRP proteinl a Breast cancer



resistance protein (BCRP) kédovany genem oznaenym ABCG2. Tyto
transportéry se také podileji na mnoha fyziologickych funkcich
organismu v nenadorovych tkanich.

Exprese ¢lenu MRP rodiny a ABCG2 u nadorovych onemocnéni
v souvislosti s Iékovou rezistenci nebyla doposud plné objasnéna.
Naproti tomu byl dobfe zdokumentovan vliv P-gp inhibitor na vzrust
akumulace IéCiv do nadorovych bunék a Iékovou rezistenci.

ZlepSeni molekularné-biologickych technik zaméfenych na
diagnostiku pacienttd s nadory, které exprimuji P-gp, by mélo vést
k optimalizaci a racionalizaci chemoterapie a eliminaci vzniku
rezistence k cytostatikim. Velké nadéje vzbuzuje pfichod silnych
netoxickych inhibitord ABC transportéri a novych |é€ebnych strategii,
tykajicich se kombinace novych cilenych terapii s terapiemi
zameéfenymi na prevenci lekoveé rezistence.

SoucCasné pokroky v lékafstvi a biomediciné nam poskytly
mnozstvi novych latek pro uziti v terapii nadorovych onemocnéni. Maji
vyhodnéjSi terapeutické vlastnosti nez dosavadni chemoterapeutika,
napriklad pusobi cilené, selektivné a odliSnymi mechanismy omezeni
proliferaci nadorovych bunék. Jsme konfrontovani se spektrem nemoci
v rozsahu od relativné vylécCitelnych, jako testikularni karcinom, po ty,
které jsou odolné proti vétSiné forem terapie, jako karcinom pankreatu.
Velkym zklamanim_jsou nadory, které jsou pfi expozici dokonale
chemoradiosenzitivni, jako malobunéény plicni karcinom (SCLC), ale
které stale recidivuji a stavaji se zakratko rezistentnimi vuci terapii.

Lékova rezistence ma nepochybné vyznamnou roli v této heterogenité a



jeji porozuméni muize zodpovédét mnoho otazek a slozitosti terapie

nadorovych onemocnéni.



2._Cil

Cilem mé reSerdni diplomové prace je shrnout nejnovéjsi
poznatky tykajici se role ABC transportnich proteint v klinické praxi.
PfedevSim se zaméfim na aplikaci poznatki o ABC transportérech
v chemoterapii nadorovych onemocnéni, kde dosud Kklinicky vyzkum i
terapeutické aplikace pokrogily nejdale. Rada latek prochazi pokrogilymi
fazemi klinického zkouSeni jako tzv. chemosenzitizéry (inhibitory MDR),
které umoznuji prfekonat Iékovou rezistenci nadorovych bunék
k cytostatikim.

Informace pro diplomovou praci budou ziskavany predevsim
z elektronickych databazi PubMed a ScienceDirect a Ceské i anglické

odborné literatury.



3..Obecna ¢ast

3.1. Lékova rezistence

Lékova rezistence nadorovych onemocnéni i omezena
ucinnost cytostatik mize mit stejny mechanizmus jako v pfipadé terapie
mikrobialnich  infekci  antibiotiky  (Mitscher a kol., 1999).
Omezena biodostupnost [éCiv diky Spatné absorpci, zvySenému
metabolismu nebo Spatné penetraci do urCitych mist jsou znamymi
faktory, které limituji vyuziti nékterych cytostatik. Z tohoto divodu bylo
v minulosti navrzeno nékolik postupul, které by meély tyto nedostatky
prekonat. Napfiklad uziti prolécCiv, organové specifického podani léku,
jako jaterni tepenna infuze nebo intratekalni terapie, hyperoxygenace, a
hypertermie, to v8e jsou strategie vedouci ke zlepSeni cileného
transportu IéCiv. Je ovSem tézSi prekonat bunécnou rezistenci, ktera
nastava na molekularni urovni. Napfiklad rezistence na imatinib maze
byt spojena s jednoduchou bodovou mutaci genu bcr-abl (Griffin a kol.,
2002). Tyto mutace zméni esencialni aminokyseliny, které se podileji na
vazbé imatinibu a kinazové domény. K lékové rezistenci mohou také
pfispét jiné zmény v proteinové nebo enzymové expresi. Napfiklad,
snizena hladina uptake proteinli plazmatické membrany muze zménit
akumulaci cis-platiny a metotrexatu. Je znama zvySena exprese bcl-2
pfi inhibici apoptésy (Tamm a kol.,, 2001).. Rozmanitost téchto
mechanismu bunééné rezistence podava dikaz o slozitosti fenoménu

Iékové rezistence a potizich ve snaze prekonat ji.
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Lékova rezistence nadorovych bunék k cytostatikim byla poprvé
experimentalné zdokumentovana na leukemickych burikach mysi, které
ziskali  rezistenci  k 4-amino-N10-metyl-pteroylglutamové kyseliné
v laboratornim pokusu v roce 1950. V roce 1973, Dano objevil aktivni
vnéjSi transport daunorubicinu lékové rezistentnich bunék, které byly
zkfizené rezistentni k dalSim chemoterapeutickym latkam (Dano a kol.,
1973). Tento tzv. multidrug resistance fenomén (MDR) byl podrobnéji
studovan dalSimi autory, ktefi zaznamenali shodné zvySenou expresi
170-kDa proteinu buné&né membrany nazvaného P-glykoprotein (P-
gp). Gen koédujici P-gp byl klonovan a charakterizovan a v soucasnosti
se oznacCuje ABCB1 nebo MDR1. Dale bylo zjisténo, Ze P-glykoprotein,
na ATP-zavisly efluxni transportni protein transportujici fadu cytostatik,
nalezi do rodiny strukturalné podobnych transportnich proteina,

oznacovanych jako ATP-binding cassette (ABC) transportéry.
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3.2 ABC transportéry

Doposud bylo identifikovano 48 lidskych ABC gend (Dean a
kol., 2001). Bylo prokazano, Ze na transportu chemoterapeutik se podili
tfinact z nich. Pfesto dnes pouze tfi koduji potencialné vyznamné
transportni proteiny v souvislosti s chemorezistenci nadorovych bunék,
které jsou studovany podrobnéji v klinické praxi. Jedna se o P-gp,
MRP1 a ABCG2 transportni proteiny. Vysoka sekvenéni homologie
v ATP-vazicich doménach, znamych jako tzv. nukleotide-binding folds
(NBFs), umoznuje identifikaci a klasifikaci ¢lend ABC rodiny
transporterd do podrodin. Funk&ni protein je obvykle slozen ze dvou
NBFs a dvou transmembranovych domén (TM). Existuje 7 podrodin
klasifikovanych jako ABC transportni proteiny (ABCA az ABCG), které
jsou exprimovani v normalnich i malignich burikach. Jsou zapojeny do
transportu mnoha substanci, v€etné eliminace toxinO a metabolitd
z jater, ledvin, a gastrointestinalniho traktu, a omezuji prostup
xenobiotik a toxinU k dulezitym strukturam, jako je mozek, placenta, a
varle. Mutace v genech kodujicich tyto transportni proteiny muze
navodit velké mnozstvi defektu, prezentujicich se jako autosomalni
recesivni stavy. NejlepSim pfikladem je mutace u transmembranového
regulacniho proteinu cystické fibrézy (CFTR), ¢lenu ABCC podrodiny,
ktera je slozena vétSinou z transportérd organickych aniontd. Mutace
v kodujicim genu na 7. chromozomu zmenSi syntézu CFTR proteinu a
vyusti v cystickou fibrézu, c&asto smrtelnou détskou nemoc
charakterizovanou zhorSenou bronchialni a pankreatickou sekreci (viz.

pfehledovy ¢lanek Leonard a kol.,2003).
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3.2.1. P-glykoprotein

Vétsina naSich znalosti tykajicich se ABC transportertl a jejich
role pfi MDR je zalozena na studiich zabyvajicich se P-gp, ktery je
produktem ABCB1 (MDR1) genu. Tento efluxni transportni protein je
slozeny z 12 transmembranovych segmentu rozdélenych do dvou TM
domén, kazda je spojena s ATP-vazici doménou. Navazani substratu
na vysoce_afinitni vazebné misto vyusti v hydrolyzu ATP, zpUsobuijici
konformacni zménu, ktera posune substrat do vazebného mista s nizsi
afinitou a ten se pak uvolni do extracelularniho prostoru nebo vnéjsi
vrstvy membrany. Navratu do konformace schopné opét vazat IéCivo je
dosazeno hydrolyzou ATP na druhém vazebném misté. P-gp se
nachazi fyziologicky v lidskych tkanich, jako gastrointestinalni trakt a
mozek, kde predchazi akumulaci toxickych latek nebo vystaveni
toxickym latkam. V nadorovych burnikach se P-gp spojuie s MDR
fenotypem, zodpovédnym za rezistenci k antracyklinam, vinca
alkaloidiim, kolchicinu, epipodofylotoxinim a paklitaxelu (Avendano a
kol., 2002). Byly identifikovany kompetitivni a nekompetitivni inhibitory

efluxu léciv prostfednictvim P-gp, pUsobici zvrat Iékové rezistence.
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C.A. McDevitt, R. Callaghan / Pharmacology a Therapeutics 113 (2007) 429-441

Obrazek 2. Lokalizace funk&nich oblasti P-gp za vyuziti homologniho modelu. (a)
Homologni model P-gp (Stenham a kol., 2003) zaloZzen na struktufe E.coli transportéru
MsbA. (b) Nékolik zbytk(l (oranzové) uvnitf transmembranového segmentu P-gp se
pravdépodobné podili na vazbé Iéciva. Model (a) byl zjednodusen tim, Zze nékolik helixu,

nepodilejicich se na vazbé |éCiva, bylo odstranéno. (c) Pohled na NBD dimer v P-gp
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modelu z cytoplazmatické strany. N-konec NBD je oznacen Sedou barvou, zatimco C-
konec zelenomodie. V modelu jsou oznaceny zbytky, definované v mutaénich studiich,
které vedou k funkéni zméné proteinu. (d) Zbytky oznaceny Zzluté a lokalizovany
v segmentu mezi druhou a tfeti transmembranovou helix hraji roli v komunikaci mezi
TMD a NBD, jak vyplyva z muta¢nich studii. Podobné zbytky zvyraznéné modfe a

umisténé na N-konci NBD jsou pravdépodobné zapojeny do komunikace TMD a NBD.

3.2.2. MRP transportéry

Nedostatek exprese P-gp u nékterych multirezistentnich burnek
podnitil v minulosti patrani i po jinych efluxnich pumpach. MRP1
(ABCC1) byl klonovan z lidské plicni rakovinné bunécné linie v roce
1992. Na rozdil od P-glykoproteinu ma MRP1 transportér dalSich pét
transmembranovych segmentl lokalizovanych na amino konci a
spojenych spojovaci oblasti s oblasti podobnou P-gp. Tato
transmembranova oblast se zda byt zodpovédna za afinitu MRP1 k
organickym anionam (Borst a kol., 2000). Strukturalni podoba mezi
MRP1 a P-gp je paralelni s nékterymi shodami ve spektru Iékové
rezistence, ackoli taxany jsou dullezita vyjimka, protoze jsou Spatnym
substratem pro MRP1. Substraty tvofi pfedevsim organické aniony jako
metotrexat. Neaniontové slouceniny mohou byt transportovany jako
glutathionové, glukuronidové nebo sulfatové konjugaty, nebo mohou byt
kotransportovany s glutathionem bez konjugace (Loe a kol., 1998). Tato
specifika pfenosu organickych aniontl byla nalezena také u dalSich
MRP transporterd. Dalsi ¢len MRP (ABCC) rodiny, MRP2 neboli
kanalikularni multispecificky pfenase¢ organickych aniontd (cMOAT), byl
nalezen ve spojeni s glukuronidovym transportem bilirubinu, s defektem
vedoucim k Dubin-dJohnsonové syndromu. MRP2 rovnéz transportuje

nékteré MRP1 substraty a cisplatinu, se schopnosti zapficinit rezistenci
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nadorovych bunék ktémto latkam (Kool a kol. 1997). MRP3 se ve
vysoké mife vyskytuje v jatrech a muze byt v pfitomnosti ZluCové
obstrukce zapojen do eliminace organickych anionu z jater do krve.
MRP4 a MRP5 byly nalezeny pfi transportu nukleosidovych analogu.
Oba zpusobuiji rezistenci k thiopurinim, a MRP4 je davan do souvislosti
s rezistenci k antiretrovirovym nukleosidovym analogim. MRP6 se zda
byt transportni protein aniontl se Sirokym spektrem chemoterapeutické
rezistence, a mutace vtomto proteinu jsou spojeny S onemocnénim
pseudoxanthoma elasticum. Doposud jsou presvédCivé dukazy o
spojeni klinické lékové rezistence s MRP rodinou spjaty jen

s transportérem MRPL1.

3.2.3. BCRP

ABCG2 byl v minulosti pojmenovan ruznymi skupinami
badatell jako tzv. mitoxantrone resistance gene (MXR), breast cancer
resistance protein (BCRP), nebo ABC transporter v placenté (ABC-P).
V souCasnosti se pouzZiva nazev Breast cancer resistance protein
(BCRP) a nazev pro koédujici gen ABCG2. BCRP zplsobuje rezistenci
k topotekanu a CPT-11 stejné dobfe jako k mitoxantronu. Jeho
fyziologicka funkce je nejasna, ale je ruzné exprimovan ve stfevech,
nachazi se také ve vysoké hladiné v placentarni a v hematoencefalické
bariéfe, v kmenovych bunkach, transportuje prekurzory hemu a

xenobiotik (viz. pfehledovy ¢lanek Polgar a kol., 2005).

16



3.2.4. Dalsi ABC transportéry

Jini ¢lenové ABC rodiny mohou zpUsobovat Iékovou rezistenci.
ABCB11, ,the sister of P-gp“ (SPGP, sestra P-gp), nebo-li protein
exportujici  ZluCové soli (BSEP) je zodpovédny za rezistenci
k paklitaxelu. ABCA2 je nejvétsi dosud zaznamenany transportér a je
zodpovédny za rezistenci na estramustin. ACkoli byva plicni rezistentni
protein (LRP) €asto zahrnut do diskusi o transportéry-zprostfedkované
rezistenci, LRP neni ABC transportnim proteinem, ale jedna se o tzv.
major vaul protein (MVP), nachazejici se v cytoplazmé a jaderné
membrané. Je povazovan za pfiCinu odstranéni IéCiv z jadra. V fadé
studii byla zjisténa lepsi korelace mezi expresi LRP proteinu a
chemorezistenci nadorovych bunék nez v pfipadé P-gp (List a kol.

1996).
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A.H. Schinkel, J.W. Jonker / Advanced Drug Delivery Reviews 55 (2003) 3-29

P-glycoprotein

NBD NBD

N

MRP1,2,3

MRP4,5

out

BCRP ) ™
NBD D

Obrazek 1. Predpokladana sekundarni struktura efluxnich transportérti ABC rodiny. Jsou
zde uvedeny Ctyfi skupiny, podle predpokladané struktury a sekvenéni homologie
aminokyselin. (1) P-glykoprotein tvofi dvé transmembranové domény, kazda obsahuje 6
transmembranovych segment, a dvé& nukleotid vazici domény (NBDs). Prvni
extracelularni smycka je N-glykosylovana; (2) MRP1, 2 a 3 maji navic na aminokonci 5
transmembranovych segmentd a jsou N-glykosylovany v blizkosti N-konce a na Sesté
extracelularni smycce; (3) MRP4 a 5 chybi oproti MRP1-3 rozSifeni na aminokonci a jsou
N-glykosylovany na paté extracelularni smyéce; (4) BCRP je ,poloviCni transportér*
slozeny z jedné NBD a 6 transmembranovych segmentud a je vétSinou N-glykosylovan na
treti extracelularni smycce. Oproti ostatnim je NBD na aminokonci polypeptidoveho
fetézce. BCRP témér jisté funguje jako homodimer. N a C znamena amino- a carboxy-
zakon&eni proteinu. Cytoplasmaticky (IN) a extracelularni prostor (OUT) vyznaden u

BCRP plati pro vSechny uvedené transportéry.
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3.3 Exprese ABC transportera v nadorech

Urcit, zda ma ABC transportér vyznam v klinické onkologii u
konkrétni diagnézy a pacienta, muzeme na zakladé tzv. Kochovych
postulatl. Ty byly modifikovany pro potfeby Iékafské onkologie a zni
nasledovneé:

1. Je pfitomen v rezistentnim nadoru konkrétni transportér?

2. Vzroste jeho vyskyt po expozici chemoterapii?

3. Je exprese transportéru spojena s neodpovidajicim

___vysledkem lécby?

4. Je inhibice transportéru spojena s klinickym vyznamem?

P-gp, MRP1 a ABCG2 tyto postulaty Casto splfiuji a jsou proto
pfedmétem zajmu védcu. (viz. pfehledovy ¢lanek Polgar a kol., 2005)

V souc€asnosti mame potvrzenu spojitost exprese P-gp u MDR
fenotypu a je vysvétlen mechanismus, kterym P-glykoprotein sniZzuje
ucinnost chemoterapie. Je ovSem nezbytné zavést spolehlivé techniky k
detekci P-gp v nadorovych bunkach. Exprese P-gp byla
zdokumentovana reverzni transkripéni polymerazovou fetézovou reakci
(RT-PCR) na urovni mRNA i imunohistochemicky (IHC) u proteinové
exprese. Nedokonalosti vtéchto metodach predstavuji chyby
zpusobené normalni tkanovou kontaminaci nadorové tkané (pro
veskeré mRNA metody), Spatnou senzitivitou a specificnosti protilatek a
obtizemi v kvantifikaci (pro IHC metody). OdliSnosti v aplikovanych
technikach komplikuji analyzu dat, interpretaci vysledkd i porovnani

jednotlivych studii, proto by mél byt zavedeny jednotny méfici systém.
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Dulezity cil ve vyzkumu MDR je pfesné zjisténi pfitomnosti P-gp
exprese v nadorech, ur€it zda je funkéni a odhadnout vysledek jeho

inhibice. Sestamibové zobrazeni, jak bude uvedeno dale, je pro tento

zamér vhodné, ackoli obtize v kvantifikaci mohou omezit jeho vyznam
(Chen a kol., 1997).

Jelikoz mame nastinény obtize pfi detekci P-gp v nadorovych
bunkach, neni prekvapuijici, Ze nasSe znalosti Urovné exprese mohou byt
nador od nadoru neuplné. Navzdory tomu, nadory povazované za
primarné chemorezistentni, jako renalni bunécny, adrenokortikalni,
traCnikovy a hepatocelularni karcinom, prokazali shodné vysokou
expresi genu MDR1 (Fojo a kol. 1987). Nicméné znacna nepoddajnost
téchto nador( signalizuje, Ze rezistence nemulze byt vyhradné
vysvétlena pfitomnosti P-gp. Nadory s nizkou urovni exprese pfi
pocate¢nim vySetfeni, jako leukémie, rakovina hrudniku, a SCLC, se
Casto projevi zvySenou expresi téchto markerld po recidivé a po

vystaveni chemoterapie (Penson a kol. 2004).
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3.3.1. Exprese ABC transportéri u leukémii

Nejvice reprodukovatelné studie exprese ABC transportérd v
lidskych nadorech se tykaji leukemickych bunék. P-gp je exprimovan
v bufikach akutni myelocystické leukémie (AML) u pfiblizné 30%
pacientl této diagnézy, ale nad 50% pfi recidivé. Zda to predstavuje
selekci a znovuosidleni rezistentnich kolonii nebo zvySeni exprese diky
expozici cytotoxické terapii je nejasné. Niz8i procento exprese (17%) P-
gp se vyskytuje u leukemickych bunék pacientd mladSich 35 let, ve
srovnani s procenty exprese u starSich pacientu (39%) (Leith a kol.,
1999). To mlze CasteCné vysvétlit lepSi odpovéd na terapii u mladSich
pacientd. Hypotéza, Ze P-gp je markerem Spatné progndzy diky
zprostfedkovani |ékové rezistence v ovlivnénych bunkach, je
podporovana studiemi ukazujicimi, ze prognosticka hodnota P-gp muize
byt snizena, jestlize |éCba sestava z latek, které nejsou substraty pro P-
gp-indukovany eflux léku. BCRP, MRP1, a LRP se také nachazeji
vVAML, ale MRP1 se cCastéji vyskytuje u chronické lymfocytické a
prolymfocytické leukémie (Nooter a kol. 1996, Consoli a kol. 2002) .

Existuje polemika jaké jsou jejich prognostické dusledky.

3.3.2. Exprese ABC transportéra u solidnich nadoru

Studie solidnich tumort jsou vice riznorodé. Tabulka 4. nastinuje
vybrané studie zkoumajici urovern nadorové exprese ABC transporteru.
Z nejvétsi ¢asti jsou vybrany studie, kde byla k dispozici data o urovnich
exprese P-gp a MRP pred a po Ié¢bé. Mizeme vidét markantni zménu

ve zjisténych procentech, zavisejicich na metodé detekce, pfedchozi
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terapii, typu nadoru, a stupni nadoru. Rozsahla metaanalyza u nador(
prsu naznacila, Zze exprese P-gp by mohla byt detekovana u 41%
pacientl s nadorem prsu, a roste posterapeuticky (Trock a kol. 1997).
Nicméné, v dosud provedenych studiich, byl zjistén rozsah incidence
P-gp 0-80%. Nejlépe interpretovatelny je nalez vzrustu exprese P-gp u
IéCené populace oproti pocateCnimu vysSetfeni bez 1éCby. MRP exprese
u nadoru prsu je bézna, ale muze predstavovat kontaminaci nadorové
tkané diky pfitomnosti MRP ve zdravych tkanich. Vysoka hladina MRP
byla nalezena u nadorového onemocnéni plic, s vyskytem pfiblizné
80%, respektive 100% u SCLC a NSCLC. MDR1 exprese byla
nalezena u 25% vzorkl nadorovych onemocnéni plic. Nizké procento
exprese P-gp zjisSténo v nadorech vajeCniku, by mohlo vysvétlit zjevnou
neucinnost P-gp inhibitord v prabéhu studii téchto nadorl (Joly a kol.
2002). Povzbuzujici vysledky byly pozorovany v lécbé
rabdomyosarkomu u déti s detekovanym MDR, chemoterapii
kombinovanou s P-gp inhibitorem cyklosporinem (Chan a kol. 1996).
Nékolik studii hodnotilo MDR1 expresi u rakoviny mocového
meéchyfe. V jedné studii, byl MDR1 vysoce exprimovan u poloviny vSech
béznych urotelidlnich vzork(. Prekvapivé, low-grade tumory
exprimovaly MDR1 obcas, zatimco high-grade tumory exprimovaly
MDR1 ve 27% pfipadu, se stfedni hodnotou MDR1 mRNA hladiny
dvakrat takové nez maji low-grade tumory. To je v kontrastu s MRP
expresi, ktera byla ¢asta (55%) u low-grade tumord mocového méchyre
a vyjime¢na (8%) u high-grade tumorua (Clifford a kol., 1996).

V parovych vzorcich, ve kterych se studovala exprese MDR1 i MRP za
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pouziti kvantitativni RT-PCR metody, byla zjisténa vyraznéjSi exprese
po chemoterapii, v pfipadé MDR1 byla exprese 5,7-krat vétsi a MRP
exprese 2,4- krat vétsi nez u nelé€enych pacientd. Pfi uziti IHC metody,
byla zjiSténa exprese P-gp a MRP po probéhlé terapii podobné zvysena

viz. tabulka 1 (Nakagawa a kol. 1997).

Exprese P-gp zdravych tkani mohla, diky rozporuplnému odbéru
vzorkld tkani, pfispét k protichidnym datim. Bézné endotelialni buriky
mozkovych kapilar exprimuji P-gp a podili se na tvorbé
hematoencefalické bariéry mozku. Endotelialni buriky, z novych kapilar
tvofenych pfi nadorech mozku, exprimovaly P-gp u 80% pacientd,
zatimco aktualni nadorové bunky byly pozitivni jen u 20% pacientd

(Toth K a kol., 1996).
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3.4. Role P-gp inhibitorl v terapii nadorovych onemocnéni

Role P-gp v lékové rezistenci je dobfe zdokumentovana
laboratornimi pokusy na mnoha nadorovych bunécénych liniich; dukaz
role P-gp v bézné Iékové dispozici a farmakokinetice xenobiotik byl
potvrzen pozménénou exkreci a absorpci P-gp substratd u
knockoutovanych mysi postradajici funkéni P-gp. Role P-gp a aplikace
poznatkll o P-gp v klinické onkologii vSak nadale zlstava neuspokojivé
vysvétlena. Jiz pfed rokem 1981, bylo objeveno, ze Iékova rezistence
by mohla byt odvracena pfidanim P-gp inhibitord jako jsou
verapamilové a fenothiazinové derivaty, jiz Siroce uzivané v klinice. Brzy
poté, tyto a dalSi prvogeneracni latky, jako cyklosporin, amiodaron, a
tamoxifen, byly studovany v klinickych studii majici za cil posoudit
ucinnost téchto latek pfi odvraceni Iékoveé rezistence nadorovych bunék
k cytostatikim. Celkové Ize shrnout, Ze tyto pokusy neuspély
v presvédCivém prokazani role P-gp v klinické |ékové rezistenci.
Duvody téchto neuspéchl byly nepfitomnost P-gp exprese v nadorech,
nedostatek dikazi P-gp inhibice in vivo, a toxicita P-gp inhibitorQ
v davkach podanych k dosazZeni sérovych koncentraci srovnatelnych
s témi, které byly efektivni v laboratornich pokusech na nadorovych
bunécnych liniich. Je to dano nizkou afinitou prvni generace P-gp
inhibitord k P-gp. Dobry pfiklad viny entusiasmu, ktery provazel klinické
testovani inhibitord a nasledného pesimismu je ilustrovan studiemi
s pacienty postizenymi myelomem. Sonneveld a spol. prezentovali
vysledky studie, Ze cyklosporin by mohl pFedejit ,mnohocetné“

rezistenci a umoznili uspésny navrat léCby pfedtim neuc€innou VAD
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(vinkristin, doxorubicin, a dexametazon) chemoterapii (Sonneveld a kol.
1994). Dekadu pozdéji, nicméné ta sama skupina, uzaviela ve lll.fazi
klinického hodnoceni randomizovanou studii ukazujici, Zze cyklosporin
nezlepSil vysledek chemoterapie (Sonneveld a kol. 2001). lll.faze
klinického testovani kombinace VAD s verapamilem u myelomu dospéla
k podobnému zavéru (Dalton a kol. 1995).

Druha generace latek byla vyvinuta vyhradné pro ucel zmény
lékové rezistence. Neékteré latky byly analogické prvni generaci
sloudenin, ale byly vice efektivni a méné toxické. Siroce testovana
slouenina druhé generace je PSC 833 (valspodar), derivat
cyklosporinu D, ktery je desetkrat uc€inné€jsi inhibitor nez cyklosporin A
(ma vysSi afinitu). Vysledky z klinickych studii s touto latkou se stale
objevuiji Vv literatufe. Nicméné, tyto doposud neuzaviené vysledky jsou
PSC 833 byla potieba snizit davku protirakovinné latky uzivané
v kombinaci s nim. Redukce davek byla uvadéna v rozmezi od 25% pro
etoposid do 66% pro paklitaxel (Bates a kol. 2002). Nyni se zda, Ze
pfi€inou této redukce davek je mozny kompromis mezi koncentracemi
léku v nadorech a kompletni inhibici P-gp i ve zdravych tkanich.
Redukce davek protirakovinné latky v kombinované terapii byla
pozadovana k prevenci nezadoucich uc¢inkl, které vyplyvaji z redukce
clearance protirakovinné latky.

Druho-generacni latka VX-710 (biricodar) navraci senzitivitu
nadorovych bunék k cytostatikiim inhibici obou MDR1 i MRP1

transportér in vitro a liSi se od PSC 833 ve svém profilu Iékovych
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interakci. 11% pacientd s lokalné pokroCilym nebo metastatickym
paklitaxel-rezistentnim nadorovym onemocnénim prsu mélo objektivni
odezvu, kdyz byl VX-710 kombinovan s 80 mg/m? paklitaxelu
(Toppmeyer a kol. 2002). To predstavuje 54% snizeni davky paklitaxelu
v kombinaci s VX-710. Naproti tomu, antracyklin-rezistentni sarkomy
mékkych tkani, ustupujici s 60 mg/m? doxorubicinu a VX-710,
nepotiebovali redukce davky (Bramwell a kol. 2002). V této studii byly
dvé Castecné remise a 7 z 15 pacientl dosahlo stabilizace choroby.

Snizené clearance protirakovinnych 1ékl, vyzadujicich tuto
redukci davek, vyplyva z farmakokinetickych interakci mezi MDR
inhibitorem a protirakovinnou latkou. Inhibice P-gp proteinu zdravych
jater a ledvin muUze byt zodpovédna za redukcilékové clearance.
Knockout mysi, u kterych byl MDR ortolog odstranén, maji az 3,3 krat
vétsi plasmatickou hladinu nékterych protirakovinnych latek. U PSC 833
a mozna VX-710, je inhibice metabolismu cytochromem P450
povazovana za pfi¢inu vyznamného snizeni Iékové clearance. U PSC
833 je také potencialni pfispévek zhorseni zluCové eliminace, jelikoz
PSC 833 také inhibuje ABCC11, exportni protein ZluCovych soli (Bates
a kol. 2002).

V dalSich klinickych studiich byly nezbytné redukce davek
protirakovinnych latek, kombinovanych s témito inhibitory, pro dosazeni
hladin toxicit, na maximalné tolerované davky. V nékterych pfipadech
vyustila tato redukce davek vredukci AUC kfivek (Fracasso a kol.
2000). Jediné mozné vysvétleni pro nizké procento odpovédi ziskané

vtéto strategii je, ze se AUC muize jevit nezménéna kvdli
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prodlouZzenému poloCasu pfi snizené Iékové exkreci, ale muze ustit
v hladiny, které jsou pod minimalni efektivni koncentraci potfebnou
k dosazeni adekvatniho protirakovinného efektu. Od doby, co byla
zjisténa potieba téchto modifikaci diky farmakokinetickym interakcim
inhibitort MDR s chemoterapeutickymi latkami, je ve vyvoji 3. generace
latek bez farmakokinetickych interakci. Tyto latky jsou pravé v klinickych
studiich. Patfi k nim tariquidar (XR9576), zosuquidar (LY335979),
R101933 a ONT-093 a dalSi. Zosuquidar, jeden z nejucinnéjSich
inhibitor P-gp, je v souCasné dobé ve lll. fazi klinického zkouseni
kombinace s daunorubicinem a cytarabinem u AML pacientd
(www.Clinical trials.gov/ct/show/NCT00046930, last  accessed
2005/12/1). Z klinickych studii vyplyva, ze MDR inhibitory 3. generace
mohou byt podavany bez sou€asného snizovani davek protirakovinnych
|éCiv a minimalné ovliviiuji jejich farmakokinetiku. Probihaji i klinické
studie s tariquidarem, ktery je silny, specificky, nekompetitivni inhibitor
P-gp. Zda se, Ze inhibuje vazby substratu_Ci hydrolyzu ATP, nebo oboji.
U dospélych i détskych pacientl s refrakternimi nadory byl, v davce
2mg/kg intraven6zné, dobfe tolerovan. Farmakokinetické interakce
nebyly klinicky vyznamné, ale zvySil se vyskyt a zavaznost vedlejSich
uCinkd cytotoxickych latek. Ma tedy vliv na farmakodynamiku I[€Civ.
Napfiklad maximalné tolerovana davka vinorelbinu v kombinaci
s tariquidarem je 22,5mg/m?, diky stoupajici expozici kmenovych bunék
kostni dfené vinorelbinem, bez vzrlstu systémové expozice.
Rezistence u NSCLC je multifaktorialni a podili se na ni i LRP a MRP1.

Proto specificky inhibitor P-gp tariquidar nemusi byt dostacujici
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k pfekonani rezistence. Pro dalSi klinické studie je proto nezbytny
vybér nadortl, ve kterych dominantnim mechanismem rezistence je P-
gp. Role tariquidaru a dalSich inhibitord P-gp tfeti generace je stale
pfedmétem aktivniho zkoumani (viz ¢lanek Tariquidar (XR9576) a P-gp
drug efflux pump inhibitor (Elizabeth Fox and Susan E Bates, 2007).
Pfehled inhibitoru v klinické praxi viz tabulka 3.

S chybégjicimi  klinickymi vysledky bylo dulezité vytvoreni
zkouSek, které potvrdi u€innost P-gp inhibitord u pacientd. Jde
pfedevsim o nasledujici dvé zkousky. CD56+ rhodamin efluxni zkouska
kombinuje afinitu rhodaminu k P-gp a vysokou expresi P-gp u CD56+
pfirozenych zabijeCskych bunék. Cirkulujici CD56+ burky jsou
zkouSeny na eflux rhodaminu metodou prutokové cytometrie. Podani
efektivniho P-gp inhibitoru pacientim inhibuje eflux rhodaminu z CD56+
bunék a tim je potvrzena aktivita inhibitoru v jeho cili. Nicméné, tato
metoda neposkytuje informaci o nadorové absorpci. Sestamibi je
radionukleotidova zobrazovaci latka jiz klinicky uzivana k ureni srdec¢ni

funkce._Zobrazeni_pomoci sestamibu, jako substratu P-gp, ma navic

schopnost vyznacit oblasti s P-gp v_normalnich i nadorovych tkanich. .

Inhibice efluxu sestamibu v jatrech, uZitim P-gp_inhibitoru, je zobrazena

diky jeho zvySené jaterni absorpci. ZlepSena jaterni absorpce

sestamibu byla pozorovana pfi podani PSC 833, VX-710, a XR9576
(tariquidar) (Peck a kol.2001). A¢koli to znaci systémovou uc€innost P-gp
inhibice, vice vyznamny by mohl byt vzrist absorpce sestamibu do
nadorové tkané. Nedostate¢na absorpce léku do nadorovych bunék

mulze naznadit expresi P-gp a byt ve vztahu s nizkou odpovédi na
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chemoterapii. Agrawal a spol. demonstrovali vzrust sestamibové
akumulace v nadorech u 13 ze 17 pacientd s pfidavkem XR9576.
Vzrust z 36% na 263% byl nalezen u osmi z téchto pacientl (Agrawal a
kol. 2003).

Presto bylo tézSi dosahnout oCekavaného uspéchu ve zlepsSeni
vysledku chemoterapie nebo sumé prezivajicich v klinickych studiich.
Tabulka 5. uvadi randomizované pokusy s P-gp inhibitory v kombinaci
s chemoterapii publikované do roku 2003. Jen tfi randomizované
pokusy demonstrovaly statisticky vyznamny rozdil v celkovém procentu
preziti s uzitim P-gp inhibitoru. Jihozapadni onkologicka skupina
(SWOG) studovala efekt cyklosporinu u 226 pacientd s rezistentni,
recidivujici, nebo vysoce riskantni AML, ktefi byli randomizované IéCeni
cytarabinem a daunorubicinem s nebo bez cyklosporinu. Podani
cyklosporinu skoncilo statisticky vyznamnym zlepSenim v procentu
recidivy-prostého preziti (34% versus 9%) a celkového procenta
prezivajicich (22% versus 12%). Vy3Si mira preziti a procento odpovédi
na léCbu bylo spojeno s vysSimi hladinami sérového daunorubicinu ve
skupiné léCené cyklosporinem. Maximalni ucinek u skupiny léCené
cyklosporinem byl pozorovan u nadoru s nejvysSi expresi P-gp. Data
SWOG podporuje studie kombinujici inhibitor P-gp prvni generace
chinin se standardni terapii u nizko rizikovych AML pacientl, ackoli
statisticky vyznamny vysledek nebyl dosazen (Solary a kol. 1996). Tato
studie demonstrovala vétsi procento odpovédi (52% versus 45%) pfi
uziti chininu, ackoli toxicita spojena s touto latkou mozna branila

vyznamnému prospéchu ve vysledném preZziti. Podobna studie uzivajici
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PSC 833 selhala v potvrzeni téchto vysledku, ackoli byl naznacen
uzitek P-gp inhibice (Baer a kol. 2002). Jina studie provadéna zvlast u
prsnich a plicnich nadorovych onemocnéni, demonstrovala preziti ve
prospéch populace dostavajici spolu s chemoterapii P-gp inhibitor.
V obou pfipadech byl podany P-gp inhibitor verapamil (Belpomme a kol.
2000, Millward a kol. 1993).

Podobné obtize pfi ziskavani lepSich vysledkl preziti byly
demonstrovany u ovarialnich nadord. Studie Il.faze klinického
hodnoceni  zdokumentovala 8,6% procent pozitivnich odpovédi u
paklitaxel-rezistentnich pacientd znovu lé€enych 70 mg/m? paklitaxelu a
PSC 833 (Fracasso a kol. 2001). Studie lll.faze testovani prokazala, ze
kombinace PSC 833 s paklitaxelem a karboplatinou nepfinesla takovy
uzitek jako chemoterapie samotna bez PSC 833 (Joly a kol. 2002). VX-
710 byl také testovan u ovarialniho nadoru. Nicméné tato studie Il. faze
klinického testovani dokumentuje jen tfi CasteCné odpovédi mezi 45
pacienty léCenymi VX-710 a paklitaxelem na ovarialni karcinom
rezistentni k paklitaxelu (Seiden a kol. 2002). Stabilizace onemocnéni a
50%-90% redukce hladiny sérového rakovinného antigenu 125 (CA-
125) byla zaznamenana ve 27% a 31% pfipadl, v uvedeném poradi.
Zda tyto vysledky mohou byt pfevedeny v pfiznivé vysledky ve lll.fazi
pokusu, zejména danych nizkou incidenci P-gp exprese u ovarialniho
karcinomu, ma byt objasnéno v nadchazejicich studiich.

Casto nejsou negativni vysledky ve lll. fazi pokus( jednoznaéné.
Studie Ill. faze klinického testovani s PSC 833 u AML, zminéna vyse,

kombinovala cytarabinovou, doxorubicinovou, a etoposidovou
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chemoterapii, s nebo bez inhibitoru u 120 pfedtim neléCenych pacientu
(Baer a kol., 2002). Pouzivani PSC 833 bylo brzy zastaveno kvl
zvySené mortalité. Dostupna data neukazala rozdil mezi remisi a
celkovou mirou preziti. Nicméné, funkéni studie leukemickych bunék
umoznily porovnani skupin pacientd na zakladé funkéni exprese P-gp
(tj. transportu). U pacienti s PSC 833-inhibovanym efluxem (ukazujicim
na expresi P-gp) byla stfedni mira preziti pfi remisi vétsi o 14 (versus 5)
mésict (p=0,07) s pfidavkem PSC 833. Podobné pacienti |éCeni
samotnou chemoterapii méli nizsi celkové procento remise (= vymizeni
pfiznakl) (41% versus 91%), vy$Si procento zadné odpovédi (41%
versus 9%), a vy3Si umrtnost (18% versus 0%). Nalezy z této analyzy
naznacily, ze peclivy vybér pacientl je zakladem pro dosazeni

vrve

pozitivnich  vysledkd  zapfi€inénych kombinaci chemoterapeutik

s inhibitory MDR. Ztoho plyne, Ze vysledky shrnujici uzitek MDR
inhibitor mohou byt nepfesné diky chybnym studiim, které vybraly
nevhodné cilové populace. Tento vybér tvofi specifické prvky tykajici
se: vhodného vybéru nemoci, vhodné populace, inhibitoru,
protirakovinné latky, a planu studie. Vybér onemocnéni, kde lékova
rezistence, indukovana P-gp, je primarnim mechanismem rezistence;
kde je oCekavana P-gp exprese; a/nebo kde IéCebny rezim obsahuje P-
gp substrat, ktery muize byt potencialni testovany inhibitor, je
rozhodujici pro uspésny vysledek.

Mohlo by byt argumentovano, Ze procenta odpovédi s nebo bez
P-gp inhibitoru budou podobna a feknou nam malo o ucinnosti

inhibitord. Toto je obzvlasté pravda tam, kde Iékové kombinace obsahuiji
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silna chemoterapeutika, které nejsou substraty P-gp, jako cisplatinu
nebo cytosin arabinosid (Ara-C). Jestlize jsou pro studii vybrany
chemosenzitivni nadory, pak P-gp inhibitory nezvySi ucCinek
chemoterapie, ale misto toho mohou redukovat objeveni se mutace
rezistentnich klonu. To se mulze projevit ve vysledcich remise nebo
preziti.

Jedno léCebné paradigma, které nebylo plné prozkoumano, je
prevence objeveni se rezistence pfi uziti P-gp inhibitort. V laboratofi
redukoval PSC 833 procento vyskytu mutace pro doxorubicin-selektivni
rezistenci u bunék sarkomu desetkrat, coz ukazuje na redukci
pravdépodobnosti vyvoje rezistentnich klond mechanismem MDR.
V téchto sarkomatickych burnkach lé€enych PSC 833, byla rezistence
zpusobena alternativni cestou, redukci exprese topoizomerazy Il.q,
cilového enzymu pro antracykliny (Beketic-Oreskovic a kol.1995). Jina
studie zkouma Sest latek se schopnosti pfedejit vinkristinové rezistenci
rabdomyosarkomové bunécné linie. MDR modulatofi branili vyvoji
rezistence. Prevence chemoterapeutické rezistence po predchozim
uziti P-gp inhibitoru byla také naznacena v klinické praxi, kde
leukemické buniky nalezené pfi recidivé po IéEbé P-gp inhibitory
demonstrovaly snizenou expresi MDR1 mRNA (List a kol. 1993). Spolu
s redukci vyskytu mutace pro rezistenci typu P-gp, maji P-gp inhibitory
potencial zvySit Iékovou akumulaci a omezit objeveni se jinych
rezistentnich  klond. Ztoho plyne logicky vyznam casné

intervence netoxickymi, silnymi P-gp inhibitory pfi chemoterapii nadora.
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Jina potencialni role P-gp inhibitord je modulace oralni
biodostupnosti. Je stale vice zfejmé, ze ABC transportni proteiny
omezuji absorpci mnoha |éCiv z gastrointestinalniho traktu. Nékolik
faktoru predstavuje vyhodu oralniho podani P-gp substratu paklitaxelu
nad i.v. podanim. Jsou to zlepSeni compliance, absence pozadavku na
implantacni zafizeni a vice pFiznivy profil toxicity. V dukaznim konceptu
studujicim 14 pacientl se solidnimi tumory méla kombinace oralniho
paklitaxelu a P-gp inhibitoru cyklosporinu A osminasobné vysSi
biodostupnost ve srovnanim s paklitaxelem samotnym (p<0,001)
(Meerum a kol., 1999). Pro cyklosporin je vyklad této studie
komplikovan faktem, Ze inhibici zvySena systémova expozice muze byt
také dana redukovanym metabolismem paklitaxelu skrze inhibici
cytochromu P450 3A4 cyklosporinem. Studie Il. faze testovani oralné
podaného paklitaxelu a cyklosporinu u 23 pacientd s 1é€enym NSCLC
vedla k celkové odpovédi u 26% pacientu, strednimu Casu progrese 3,5
mésice, a celkovému preziti 6 mésict. Tyto vysledky jsou v souladu
s ostatnimi jednotlivymi IéCivy podavanymi intravenézné (Kruijtzer a kol.
2002). Podobna studie u 24 neléCenych pacientd s Zalude¢nim
karcinomem zjistila celkovou odpovéd u 32% pacientl a stfedni Cas
progrese 16 tydnu. Existuje také dikaz zvétSené stfevni absorpce
chemoterapeutickych 1€Civ, jako etoposid, pokud je podan v kombinaci
s P-gp inhibitory (Leu a kol. 1995). Dalsi klinické a preklinické studie
zZjistujici efekt inhibitor P-gp na biodostupnost [éCiv jsou shrnuty v

tabulce ¢&. 5.
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Dulezitou roli P-gp ve farmakokinetice podporuji také data
ziskana ze studii analyzujici efekt bodovych mutaci (single nukleotide
polymorphisms -SNPs) v MDR1 genu. Do dneSniho dne je znamo vice
nez 40 SNP. Bylo prokazano, ze polymorfizmus C3435—T v MDR1
genu je spojen sniz8i expresi P-gp. Dale bylo dokazano, Zze
homozygotni jedinci s C3435T maji nizS§i duodenalni expresi P-gp a je u
nich zvySena oralni biodostupnost P-gp substratl, jako digoxinu, o
¢emz svédcCi vySSi plazmatické hladiny digoxinu u téchto jedincu
(Brinkmann a kol., 2001). Tyto vysledky naznacujici znaény vyznam P-
gp Vvbiodostupnosti |éCiv. a maji experimentalni podporu
v experimentech s Mdrl__knockoutovanymi mysSmi. Isolované ileum
z Mdrla-negativni mySi demonstruje zna¢né vétsi absorpci paklitaxelu a
dioxinu a vétsi regionalni variabilitu nez ileum ziskané z mysis
normalni expresi Mdr1a_(Stephens a kol., 2002). Tyto a jiné studie
vymezuji roli P-gp v Iékové absorpci a eliminaci 1é€Civ ze stfeva. Tento
proces je jakoby okopirovan v i jinych oblastech téla, jako v placenté a

hematoencefalické bariére.

34



3.5. Role inhibitort dalSich ABC transportéru v terapii nadorovych
onemocnéni

Nedostatek presvédCivych dukazu o dulezitosti P-gp v klinické
onkologii zbrzdilo vyvoj substanci inhibujicich jiné ABC transportéry nez
P-gp. MRP1, klonovan v roce 1992, nebyl systematicky studovan.
Zadna studie se nezabyvala detekci vzriistu MRP1 po 1é&b& a malo z
nich spojovalo expresi s klinickym vysledkem.

BCRP(ABCG2) zpUsobuje rezistenci k mitoxantronu, topotecanu,
iritotekanu__ (a jeho aktivnimu metabolitu SN-38), metotrexatu,
flavopiridolu, nové ke kamtotecinim, homokamtotecinim, imatinibu a
gefitinibu. Navic jsou jako substraty popsany konjugované formy
nékolika slou¢enin (sulfatové estrogeny, SN-38 glukuronidy a
polyglutamaty methotrexatu).

Bylo zjisténo, Ze inhibitory P-gp mohou inhibovat i dalSi ¢leny
ABC transportérll. Vyplyva to zfejmé ze strukturni podobnosti
transportér. Tabulka 2. pfedstavuje seznam znamych multifunk&nich
inhibitora.

V epitelu stfev se vyskytuji i dalSi ABC transportni proteiny,
mimo P-gp, ovliviujici oralni biodostupnost nékterych |éciv. Podani GF
120918, spole¢ného inhibitoru BCRP a P-gp, Vv kombinaci
s topotekanem vede ke zvySeni oralni biodostupnosti topotekanu na
97% (versus 40%) (Kruijtzer a kol. 2002). Od té doby co bylo zjisténo,
Ze topotekan je Spatnym substratem P-gp, byla tato studie povazovana
za dobry dukaz dopadu BCRP na oralni biodostupnost topotekanu.

Z toho vyplyva Ze, ABC transportni inhibitory mohou uspésné zlepsit
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oralni biodostupnost, a tim systémovou expozici u mnohych
chemoterapeutik. UZiti této kombinované terapie snizuje variabilitu
absorpce mezi pacienty (ij. rzné miry vstfebani).

Bylo zjisténo, Ze zmé&na aminokyseliny uvnitf transmembranové
domény, v disledku mutace, mize zménit substratovou specifitu nebo
transportni schopnost nékterych ABC proteinu (napf. P-gp, MRP1 |
ABCG2). Mutace aminokyseliny na pozici 482, tfeti transmembranové
domény ABCG2, byla pozorovana v prubéhu selekce rezistentnich
lidskych buné&nych linii k antracyklinim, rhodaminu, mitoxantronu a
doxorubicinu (Allen a kol. 2002). Jina studie na bunécnych liniich
exprimujicich rizné varianty BCRP proteinu demonstrovala, Zze
GIn1l41—Lys polymorfizmus také meéni transportni schopnost BCRP
transportéru. DoSlo k redukci hodnoty IC50 (vyjadiujici citlivost bunék
k cytostatikim) oproti klonlm se srovnatelnou uUrovni exprese
normalniho nemutovaného BCRP. Nasledujici studie zjistili zvySenou
oralni absorpci BCRP substratl u pacientd s timto SNP (Sparreboom a

kol. 2004)
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3.6. Perspektivy ovlivnéni ABC transportéri v protinadorové
terapii

Mimo ovlivnéni ABC transportert pomoci inhibitort existuji dalSi
mozné perspektivni pFistupy.

Enkapsulace protirakovinnych |é€iv do liposomld nebo vyuZziti
nanocastic umoznuje cileny zasah nadorové tkané, nadorovych bunék,
nebo jinych kompartmentd uvnitf nadorové bunky. Liposomy se pasivné
akumuluji v solidnich nadorech diky zvySené permeabilité cév oproti
zdravym tkanim. Jsou selektivné vychytavany a zadrzovany nékolik dni
po i.v. podani. Koncentrace l|éCiva je 10 krat vySSi oproti podani
volného IéCiva. Vysledky terapie Kaposiho sarkomu liposomalnim
daunorubicinem naznacuji jeho moznou roli v pfekonani Iékove
rezistence souvisejici s pfitomnosti P-gp u pacientd Ié€enych nejprve
antracykliny a/nebo vinca alkaloidy (Presant a kol. 1993). Mechanismus
modulace MDR liposomy je pouze hypoteticky. Spociva nejspise ve
zméné transportu vesikul s léCivem v cytoplazmé MDR bunék,
naslednym zvySenim akumulace léCiva v burice a redistribuci do jadra

Nékolik monoklonalnich protilatek (MoAb) specificky rozeznava
extracelularni nebo intracelularni P-gp epitopy. Jako takové mohou byt
vyuzity nejen k diagnéze MDR, ale také terapeuticky k odvraceni
mnohocCetné rezistence. LéCba nékterych MDR bunéénych linii
monoklonalnimi protilatkami MRK16 a MRK17 zménila transport
vinkristinu a aktinomyciny D v rezistentnich burikach a specificky
inhibovala jejich rast (Hamada a kol. 1986). S pokroky v rekombinantni

DNA technologii a inZenyrstvi protilatek byla mozna syntéza velmi
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malych a funk&nich fragmentl protilatek. Pfikladem je scFvs, ménici
MDR fenotyp nadorovych bunék pfimou inhibici P-gp. Tato oblast je
nyni pfedmétem studii s povzbudivymi pfedbéznymi vysledky (Haus-
Cohen a kol. 2004).

Dale byla Siroce studovana moznost snizit expresi MDR1 genu
na urovni mMRNA a tim mnozstvi transportniho proteinu. Nicméné tyto
snahy nebyly uspésné diky nedostatku zakladniho porozuméni osudu
mRNA a bunécnych faktort kontrolujicich jeji degradaci nebo stabilitu
(Lee a kol. 2004). NejcastéjSi strategie snizeni exprese P-gp jsou
podani tzv. antisense oligonukleotidl, ribozyma (katalyzuji splicing
RNA) nebo tzv. small interfering RNA (siRNA). Pouziti siRNA je vysoce
selektivni a efektivni technologie. V nedavné dobé byla uspésné
pouzita u MDR nadorovych bunék k inhibici exprese MDR1 mRNA a tim
P-gp (nad 90%) (Stierle a kol. 2004).

Ve vyvoji je moznost snizit P-gp inhibici transkripCni aktivity
MDR1 genu. Casto pozorovana zména exprese rdznych onkogend a
tumor supresivnich proteinl naznacuje jejich moznou ucast na expresi
P-gp.

LécCiva, ktera nejsou substraty P-gp a tudiZ nejsou extrudovana
z nadorové buriky jsou tzv. inclusive IéCiva. Jsou dalSi moznou

variantou pfekonani MDR zprostfedkovanou transportéry.
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4. Diskuze

Z vyvoje v oblasti MDR plynou mnoha ponauceni. Prvni studie
uzivaly inhibitory nizSi generace bez urCovani exprese P-gp. Novéjsi
studie se zabyvaly druhou generaci inhibitort, ktera vyZzaduje redukci
davek protinadorovych IéCiv. Je obtizné urcit adekvatni navrh klinickych
studii s inhibitory P-gp tak, aby vysledky byly jednoznacné a prikazné.
Na druhou stranu studie, které oCekavaji vyvoj rezistence, riskuji napor
vicenasobnych mechanismu rezistence pfed uvodem P-gp inhibitoru a
ztraci potencialni vyhodu a vyuziti klinické aplikaci P-gp inhibitoru.
Randomizované studie se zdaji byt optimalni technikou, navzdory
potfebé rozsahlé populace pacientl. Pfesna analyza exprese,
farmakokinetické zkousky a nahradni markery analyz umoznuji zvyseni
vypovédni hodnoty Kklinickych studii. Pokusy uzivajici tyto latky by
mohly omezit vyvoj jinych mechanismu rezistence. Specifické inhibitory
dalSich ABC transportnich proteinu, napfiklad MRP1, zaostali ve svém
vyvoji, ackoli jsou testovany multispecifické ABC inhibitory. DalSi
zpresnéni prubéhu nasich studii a vyvoj IéCiv nas nevyhnutelné poudi o
roli ABC transporter(i a jejich inhibitord v bunécné rezistenci. Jedna z
novych hypotéz je uziti P-gp inhibitord ke zvySeni oralni biodostupnosti

protinadorovych IéCiv.

Zda se, ze ABC transportéry jsou validni cile pro vyvoj
potencialnich inhibitord jako IéCiv a Ze dosud nebyl identifikovan idealni
inhibitor. V popfedi |éCby témér vSech malignit je alespor jedna latka

substratem pro transportni proteiny. Rovnéz nové schvalené latky a
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latky nyni ve vyvoji jako potencionalni ucinna chemoterapeutika jsou
substraty transporterd. Zahrnuji depsipeptid (FR901228), STI 571

(Gleevec), gefitinib, nové camtotheciny a flavopiridol.
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5. Zaveér

Muazeme proto shrnout sou€asny pohled na tuto problematiku a
konstatovat, Zze ackoli dikazy studii s inhibitory prvni a druhé generace
neobstaly v potvrzeni dulezitosti P-gp v klinické onkologii, je tu stale
védecké opodstatnéni dalSich studii transporterd jako dulezitych

molekulovych cild.
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6. Tabulky

Tabulka 1. Prehled multifunkénich inhibitort

INHIBIROR TRANSPORTER
VX-710 P-gp, MRP, ABCG2
GF120918 P-gp, ABCG2
Tariquidar P-gp, ABCG2
Orataxel (Bay 59-8862) P-gp, MRP, ABCG2
TRA96023 P-gp, ABCG2

(Tabulka prevzata z pfehledového ¢lanku ABC transporters in the balance:

is there a role in multidrug resistance? O. Polar and S.E. Bates, 2004)
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Tabulka 2. MDR modulatofi v klinické praxi

PRVNi GENERACE DRUHA GENERACE TRETI GENERACE
Amiodaron Cinchonin GF120918 (elacridar)
Bepridil Dexniguldipin LY335979 (zosuquidar)
Cyclosporin Dexverapamil R101933 (laniquidar)
Dipyridamol MS-209 S9788
Nifedipin PSC833 (valspodar) XR-9576 (tariquidar)
Progesteron Toremifen
Chinidin VX-710 (biricodar)
Chinin
Tamoxifen
Trifluoperazin
Verapamil

(Tabulka prevzata z pfehledového ¢lanku An Update on Overcoming
MDR1-Mediated Multidrug Resistence in Cancer Chemotherapy, Kohji
Takara a kol., 2006)
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Tabulka 3. Exprese P-gp a MRP u vybranych nadoru

. Stav Histologicky | Exprese | Exprese
Nemoc Studie n nemoci test P-gp MRP
prutokova
AML Han a kol. 2000 | 109 de novo cytometrie 27% 9,20%
relaps/
36 | refrakterni 64% 5,60%
Chauncey a kol. pratokova
2000 20 de novo cytometrie 65% 15%
10 | sekundarni 80% 11%
Zhou a kol.
1995 51 de novo RT-PCR 18% 18%
relaps/
40 | refrakterni 33% 33%
Leith a kol. pratokova
1999 351 de novo cytometrie 35% 10%
Legrand a kol. pratokova
1999 75 de novo cytometrie 51% 34%
Dalton a kol.
Myelom 1995 41 | pfed lé¢bou IHC 29%
2 po lé¢bé 50%
Grogan a kol.
1993 47 | pfed lé¢bou IHC 6%
49 po lé¢hé 43%
Abbaszadegan
a kol. 1994 12 IHC 100%
Rakovina | Chevillard a kol.
prsu 1996 63 | pred léCbou IHC 14%
po Ié¢bé 43%
Filipits a kol.
1996 134 | pfed Ié¢bou RT-PCR 80% 100%
Mechetner a
kol. 1998 244 | pred lé¢bou IHC 11%
po IéCbé 30%
Rakovina | Young a kol.
plic 1999 8 SCLC RT-PCR 25% 88%
7 NSCLC 43% 100%
Galimberti a kol.
1998 51 NSCLC RT-PCR 27% 100%
Ovarialni | van der Zee a
karcinom kol. 1995 89 | pred léchou IHC 15%
38 po lé¢bhé 48%
Yokoyama a
Sarkom kol. 1999 58 | pred lé€bou IHC 28% 22%
Odaakol. 1997 | 5 | pred lécbou RT-PCR 40% 80%
5 po lé¢hé 20%
Perri a kol.
2001 53 | pred lé€bou IHC 64%
Rakovina
mog¢.
méchyre | Park a kol. 1994 | 29 | pied Iécbou IHC 75%
5 po lécbhé 80%
Nakagawa a
kol. 1997 33 | pred lécbou IHC 67% 4%*
28 po 1é¢bé 86% 25%
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Nador
CNS Abe a kol. 1998 | 23 | pred Ié€bou IHC 18% 70%
7 po lé¢hé 57% 100%
Tews a kol.
2000 27 | pred lécbou IHC 93% 96%
Rakovina
délozniho
kréku Riou a kol. 1990 | 84 | pfed Ié¢bou | Slot blotting 39%
8 po lécbhé 88%
Schneider a kol.
1992 9 | pred lé¢bou IHC 88%
6 po lé¢hé 83%

*Jen u 28 pacientu pfed Ié¢bou je hodnocena exprese MRP.

Pratokova cytometrie provedena metodou imunoprutokové cytometrie.

(Tabulka pfevzata z pfehledového ¢lanku The Role of ABC Transporters
in Clinical Practice, Leonard a kol., 2003)
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Tabulka 4. Randomizované pokusy s inhibitory P-gp

Procento
odpovédi
+/- Primérna doba
Nemoc Studie n | Chemo- terapie | inhibitor | pfeziti +/- inhibitor
- + - +
Dalton a kol. VAD/ 10 13
Myelom 1995 200 verapamil 41% | 36% | mésich | mésicl
Sonneveld a VAD/ 15 13
kol. 2001 75 cyklosporin 49% | 53% | mésich | mésicl
Rakovina Wishart a Epirubicin/
prsu kol. 1994 | 233 chinidin 44% | 43% | 59 tydnl | 47 tydni
Vindesin+ 5-
Belpomme a fluoruracil/
kol.2000 99 verapamil 11% | 27% | 209 dni | 323 dni*
Akutni Solary a kol. Mitoxantron + 11,5 115
leukemie 1996 315| Ara-C/chinin | 46% | 53% | mésice | mésicu
Daunorubicin +
List a kol. cytarabin/ 12% (2 | 22% (2
AML 2001 226 cyklosporin 33% | 39% | roky) roky)
Baer a kol.
2002 120| ADE/PSC 833 |46% | 39% | 7 mésicu | 2 mésice
Vindesin
Millward a +isofosfamid/
NSCLC kol. 1993 68 verapamil 18% | 41% | 22 tydnu | 41 tydna*
Milroy a kol. CAVE/
SCLC 1993 220 verapamil 80% | 83% | 44 tydna | 41 tydnd

* Statisticky vyznamny rozdil v uzitku modulatoru.Zkratky: ADE = cytarabin, daunorubicin,

etoposid; CAVE = cyklofosfamid, doxorubicin, vincristin, etoposid

(Tabulka pfevzata z pfehledového ¢lanku The Role of ABC Transporters

in Clinical Practice, Gregory D. Leonard a kol., 2003)
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Tabulka 5. Vliv absence ¢i inhibice P-gp v preklinickych a klinickych
studiich na biodostupnost protirakovinnych 1éCiv s vysokou afinitou k P-gp

Protirakovinné lé¢ivo

Preklinické studie:
oralni biodostupnost
Paclitaxel

Inhibitor P-gp

Farmakologicky
vysledek

p.o. paclitaxel

vzrlst oralni
biodostupnosti z 11% u
bézné mysi na 35% u
Mdrl knockout mysi

p.o. paclitaxel

p.o. valspodar (SDZ
PSC833)

vzrast oralni
biodostupnosti z 20%
bez inhibitoru na 100%
s inhibitorem u bézné
mysi

p.o. paclitaxel

Docetaxel

p.o. docetaxel

p.o. cyclosporin A

vzrust oralni
biodostupnosti z 9,3%
bez inhibitoru na 67%
s inhibitorem u bézné
mysSi

vzrlst oralni
biodostupnosti z 3,6% u
divoké mySina 22,7% u
Mdrla/lb -/- mysSi

p.o. docetaxel

Klinicka studie:
oralni biodostupnost
Paclitaxel

p.o.cyclosporin A

vzrust oralni
biodostupnosti z 3,6%
bez inhibitoru na 33,9%
s inhibitorem u bézné
mysi

p.o. paclitaxel

p.o.cyclosporin A

vzrlst oralni
biodostupnosti z 4%
bez inhibitoru na 47%
s inhibitorem

Docetaxel

p.o. docetaxel

p.o.cyclosporin A

vzrast oralni
biodostupnosti z 8%+/-
6% bez inhibitoru na
90%-+/-44%

s inhibitorem

47




Preklinicka studie:
mozkova penetrace
Paclitaxel

i.v. paclitaxel - 11x zvySena mozkova
penetrace u Mdrla/l1b -
/- mySi
i.v. paclitaxel p.o. valspodar (SDZ 6,5x zvySena mozkova
PSC833) penetrace u bézné mysi
i.v. paclitaxel p.o.cyclosporin A 3x zvySena mozkova
penetrace u bézné mysi
i.v. paclitaxel p.o. elacridar 5x zvySena mozkova
(GF120918) penetrace u bézné mysi
i.v. paclitaxel iV. 2,1-5,6x zvySena
zosuquidar(LY335979) mozkova penetrace u
béZné mysi
i.v. paclitaxel p.o. 5x zvySena mozkova
zosuquidar(LY335979) penetrace u bézné mysi
i.v. paclitaxel p.o. valspodar (SDZ redukce objemu
PSC833) mozkového nadoru o
90% u bezsrsté mysi
Docetaxel
i.v. docetaxel - 6,2x zvySena mozkova
penetrace u Mdrla/lb -
/- mySi
i.v. docetaxel p.o.cyclosporin A 2,3x zvySena mozkova
(50mg.kg-1) penetrace u béZné mysi
i.v. docetaxel p.o. valspodar (SDZ 3,5x zvySena mozkova
PSC833) penetrace u bézné mysi
i.v. docetaxel p.o. elacridar 3,6x zvySena mozkova
(GF120918) penetrace u bézné mysi
Imatinib
p.o. imatinib - 11x zvySena mozkova
penetrace u Mdrla/lb -
/- mySi
i.v. imatinib - 6,5x zvySena mozkova
penetrace u Mdrla/lb -
/- mySi
p.o. imatinib V. zvySena mozkova
zosuquidar(LY335979) penetrace u béZzné mysi

srovnatelna se
zvySenim u Mdrla/1b -/-
mysi

(Tabulka prevzata z pfehledového Clanku Use of P-glycoprotein and

BCRP inhibitors to improve oral bioavailability and CNS penetration of

anticancer druha, Breedveld a kol.,2006)
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