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1. Úvod do klinického problému farmakorezistence 

u epilepsie 

Epilepsie je časté devastující neurologické onemocnění, charakterizované opako-

vaným výskytem epileptických záchvatů. Postihuje přibližně 1-2% populace. U mno-

hých pacientů postižených epilepsií jsou záchvaty účinně kontrolovány v současnosti 

dostupnými antiepileptiky (AED – anti-epileptic drugs). U značného množství pacientů 

však záchvaty přetrvávají. Přesnější procentuální vyjádření zastoupení těchto pacientů 

mezi pacienty s epilepsií se v literatuře liší hlavně kvůli nejednotným kriteriím pro kla-

sifikaci pacienta jako farmakorezistentního (kolik antiepileptik musí být vyzkoušeno, 

nežli je pacient klasifikován jako farmakorezistentní, jak dlouho musí být neúspěšně 

léčen, do jaké míry jsou akceptovány nežádoucí účinky). Navzdory tomu se uvádí, že 

značná část (přibližně 30%) epileptických pacientů nereaguje na léčbu antiepileptiky 

první linie, i přes podávání léčiv v optimalizovaném a dobře monitorovaném režimu 

(Regesta a Tanganelli, 1999). Zdá se, že procentuální množství farmakorezistentních 

pacientů koreluje s určitými klinickými a biologickými znaky nemoci, jako jsou vysoká 

frekvence záchvatů, horečnaté záchvaty před zahájením léčby, časný nástup záchvatů 

nebo přítomnost určitých typů mozkových lézí. Kromě toho se rezistence taktéž často 

vyskytuje u pacientů s částečnými záchvaty. Navzdory značné klinické závažnosti ne-

kontrolovaných záchvatů u velkého množství pacientů, buněčná podstata této farmako-

rezistence nadále zůstává nevysvětlena. Dostupnost vzorků tkání epileptogenních loži-

sek od pacientů podstupujících chirurgické zákroky u ohniskových epilepsií, především 

u epilepsie temporálního laloku (TLE – temporal lobe epilepsy), dovoluje odhalit někte-

ré mechanizmy skrývající se za farmakorezistencí u ohniskových epilepsií. Mechanizmy 

způsobující farmakorezistenci u některých forem generalizovaných epilepsií zůstávají 

nadále neobjasněny (Remy a Beck, 2005). 
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2. Cíl diplomové práce 

Cílem této rešeršní diplomové práce je shrnout současné poznatky o interakcích 

klinicky významných antiepileptik s transportéry ABC rodiny. Zvláštní důraz bude kla-

den především na Multidrug resistance-associated protein 2 (MRP2) a jeho interakce a 

ovlivnění klinicky relevantními antiepileptiky.  

Tato rešeršní diplomová práce je součástí výzkumného směru skupiny PharmDr. 

Petra Pávka, Ph.D., s cílem studovat interakce antiepileptik s ABC transportéry při pre-

dikci významnosti těchto transportérů při vzniku rezistentních forem epilepsie. Informa-

ce obsažené v této diplomové práci by proto měly přinést informace o aktuálním stavu 

poznání na poli farmakorezistentní epilepsie a pomoct při směřování dalších výzkum-

ných aktivit této skupiny. 

Nejnovější vědecké poznatky v dané problematice budou vyhledávány 

v elektronických databázích Medline a ScienceDirect. 
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3. Obecná část 

3.1 Úvod do mechanizmu farmakorezistence na buněčné úrovni 

V současnosti bylo identifikováno několik předpokládaných neurobiologických 

mechanizmů odpovědných za farmakorezistenci u epilepsie. Na poznatcích o těchto 

mechanizmech určujících účinnost léčiv působících na CNS (centrální nervový systém) 

byly založeny dvě hlavní teorie. 

Za prvé, za přítomnosti adekvátních, pečlivě monitorovaných hladin léčiv musí 

tyto léčiva prostoupit hematoencefalickou bariérou (HEB). Aktivita AED v CNS je pak 

určena množstvím faktorů, zahrnující fyzikální vlastnosti jako lipofilita, které ovlivňují 

jejich distribuci do různých kompartmentů CNS. Prvním z možných scénářů pro vysvět-

lení farmakorezistence může být nedosažení dostatečných intraparenchymálních hladin 

AED navzdory jejich adekvátním hladinám v séru. Tento fenomén pravděpodobně na-

stává kvůli zvýšené expresi (a tedy aktivitě) multidrug transportérů, které omezují upta-

ke AED do mozku a tedy kontrolují jejich intraparenchymální hladiny. Tato teorie byla 

nazvána transportérová hypotéza farmakorezistence. 

Po přestupu do parenchymu CNS se musí léčiva navázat na jednu nebo více cílo-

vých molekul, aby uplatnila svůj žádaný účinek. Rezistence může být taktéž způsobena 

změnou jedné nebo více cílových molekul. Tyto změny pak způsobují zmenšení účin-

nosti léčiva na danou cílovou strukturu. Tento koncept byl nazván hypotéza cílových 

struktur u farmakorezistence. 

Tyto hypotézy se vzájemně nevylučují a je možný jejich výskyt u jednoho pacien-

ta. Farmakorezistence u epilepsie je samozřejmě multifaktoriálním fenoménem 

a z tohoto důvodu tyto dvě teorie nemohou poskytnout úplné vysvětlení její existence, 

jsou však v současné době nejakceptovanější a proto se o nich nyní zmíním detailněji. 

3.1.1 Modifikace cílových struktur pro léčiva jako základ  

farmakorezistence 

Aby léčivo prokázalo antiepileptickou aktivitu musí účinkovat na jednu nebo více 

molekulárních cílových struktur v mozku. Mezi tyto struktury patří iontové kanály, re-

ceptory pro neurotransmitery a transportéry nebo metabolické enzymy účastnící se na 

uvolňování, zpětném vychytávání a metabolizmu neurotransmiterů. Podle specifických 

cílových struktur, na které jednotlivé AED působí, se mohou antiepileptika rozdělit na 
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léčiva účinkující modulací napětím řízených iontových kanálů (sodíkové, vápníkové a 

draslíkové kanály), zesílením inhibice na synapsích (například potenciací inhibice zpro-

středkované gama-aminomáselnou kyselinou – GABA) nebo inhibicí excitace na syna-

psích (Rogawski a Löscher, 2004). Jednotlivé léčiva často působí více než jedním 

z těchto mechanizmů, což pravděpodobně vysvětluje široké spektrum jejich klinické 

účinnosti (viz Tabulka 1). Tento koncept nicméně nebere v úvahu důležité farmakolo-

gické a klinické rozdíly mezi jednotlivými AED, které nemohou být vysvětleny čistě na 

základě mechanizmů popsaných výše. 

 

Tabulka 1: Současná antiepileptika a cílové struktury, přes které pravděpodobně uplatňují svůj 
terapeutický účinek při léčbě epilepsie 

        
                                     Cílové struktury AED               Klinický účinek AED 

    Glutamátové Parciální Myoklonické Záchvaty 
Léčiva Na+ Kanály Ca2+ Kanály GABA systém receptory záchvaty záchvaty s absencemi 

        
Převládající účinek na napětím řízené iontové kanály      
  Karbamazepin  INat HVA     +   -  - 

  Ethosuximid INaP? T-typ    -  -  + 

  Lamotrigin INat HVA    +  +  + 

  Oxkarbazepin INat HVA    +  -  - 

  Fenytoin INat INaP HVA    +  -  - 

  Pregabalin  HVA (α2δ)    +  -  - 
  Zonisamid INat T-typ    +  -  + 

Převládající účinek na mechanizmy zprostředkované GABA     
  Benzodiazepiny   GABAAR   +  +  + 

  Tiagabin   GABA-transportér↓   +  -  - 
  Vigabatrin   GABA-T↓   +  -  - 
Koplexní účinky        
  Felbamát INat HVA  GABAAR NMDA  +  -  + 

  Gabapentin  HVA (α2δ) GABA obrat↑   +  -  - 
  Levetiracetam  HVA     +  ?  ? 
  Topiramát INat INaP HVA  GABAAR AMPA  +  +  + 

  Fenobarbital  HVA  GABAAR AMPA  +  +  - 

  Valproát INat? INaP T-typ? GABA obrat↑ NMDA  +  +  + 

        

HVA - high voltage-activated (vysokoprahové kanály) 

GABAAR - GABAA receptor 
Převzato z Schmidt a Löscher, 2005 

 

Mechanizmus působení AED na molekulární úrovni byl do určité míry zkoumán 

na normální mozkové tkáni, nebo na iontových kanálech a receptorech systémů in vitro. 

Mnohé z těchto cílových struktur jsou u epilepsie pozměněné na molekulární úrovni 

(Remy a Beck, 2005). 

 



 

 8 

3.1.1.1 Změny v molekulárních cílových strukturách pro antiepileptika – 

iontové kanály 

V následující části se pokusím stručně sumarizovat poznané mechanizmy působe-

ní AED na iontových kanálech. Zaměřím se na objevující se experimentální důkazy 

podporující teorii ztráty účinku AED u vybraných cílových struktur a rozeberu moleku-

lární podstatu farmakorezistence v souvislosti s iontovými kanály. 

 

Napětím řízené Na+ kanály 

Napětím řízené Na+ kanály se vyskytují u excitabilních buněk a jsou cílovými 

strukturami pro mnohé AED první linie. Při depolarizaci membrány se kanály aktivují a 

vzniká rychlý „přechodný” proud Na+ iontů (INaT, T = transient = přechodný) dovnitř 

buňky odpovědný za rostoucí fázi akčního potenciálu a v některých buňkách pomalu se 

aktivující „trvalý” proud (INaP, P = persistent = trvalý). Oba tyto komponenty proudu 

Na+ iontů představují hlavní cíle pro mnohé AED první linie včetně karbamazepinu, 

fenytoinu, lamotriginu a valproátu (Ragsdale a Avoli, 1998). 

Hypotéza cílových struktur je založena hlavně na studiích účinku AED karbama-

zepinu na INaT v neuronech hipokampu. Primární mechanizmus tohoto antiepileptika je 

dobře prozkoumán a zdá se, že spočívá v jeho účinku na INaT, který úzce souvisí 

s vývojem neuronální aktivity u záchvatů. Karbamazepin (stejně tak fenytoin, lamotri-

gin nebo další AED účinkující na Na+ kanály) má na tyto iontové kanály několik vzá-

jemně se doplňujících efektů. Za prvé, snižuje maximální velikost proudu Na+ iontů. Za 

druhé, posouvá schopnost inaktivace kanálů v závislosti na napětí směrem 

k hyperpolarizaci. Tento posun snižuje přístupnost Na+ kanálů během akčního potenciá-

lu a tím snižuje excitabilitu buňky. A za třetí, zpomaluje recovery ze stavu inaktivace 

kanálů. Tento poslední mechanizmus může být zvláště důležitý pro léčbu epilepsie, pro-

tože preferenčně způsobuje snížení dostupnosti Na+ kanálů během neuronální aktivity 

s vysokou frekvencí výbojů, jaká se vyskytuje u záchvatů (Rogawski a Löscher, 2004).  

Několik linií důkazů naznačuje, že snížená efektivita inhibice Na+ kanálů může 

být možným mechanismem farmakorezistence k některým AED. Za prvé, účinek kar-

bamazepinu na schopnosti inaktivace kanalů v CA1 neuronech byl přechodně snížený u 

„kindling“ modelu epilepsie. Na rozdíl od těchto skromných a dočasných účinků, u pi-

lokarpinového modelu epilepsie v hipokampálních zoubkovaných (dentate) zrnitých 

buňkách a taktéž u epileptických pacientů s epilepsií temporálního laloku resistentní ke 
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karbamazepinu byla nalezena kompletní a dlouhotrvající ztráta blokujícího efektu kar-

bamazepinu. Tato dramatická ztráta hlavního mechanizmu účinku karbamazepinu se 

však nerozšířila na účinek jiných AED ovlivňujících Na+ kanály. Po pilokarpinem indu-

kovaném status epilepticus došlo k redukci účinku fenytoinu, ne však k jeho úplné ztrá-

tě, zatímco účinky lamotriginu zůstaly kompletně nezměněné. Souhrnně tyto výsledky 

naznačují, že epileptogeneze způsobuje změny ve vlastnostech INaT, které se mohou lišit 

v závislosti na typu zkoumaných buněk (zoubkaté zrnité buňky, CA1 neurony) a 

v závislosti na zkoumaném modelu epilepsie. Změny v INaT pak mohou způsobit drama-

tické změny v citlivosti na některé, ne však všechny, AED (Remy a Beck, 2005). 

Jaký je vztah změn v citlivosti k AED na molekulární úrovni (úrovni iontových 

kanálů) k farmakorezistenci pozorované in vivo? U pacientů s epilepsií se při rozdělení 

do dvou skupin, jedni rezistentní ke karbamazepinu a druhá menší skupina s epilepsií 

citlivou ke karbamazepinu, zdá, že vlastnosti INaT se u obou skupin liší. U první skupiny 

byla dokázána ztráta blokády INaT, podobně jako při nálezech u pilokarpinového modelu 

epilepsie. Na druhou stranu, pacienti citliví ke karbamazepinu vykazovali potenciální 

účinky látky na INaT, tedy citlivost ke karbamazepinu na buněčné úrovni, zdá se, korelu-

je s klinickou citlivostí k této látce. Tyto výsledky by měly být interpretovány 

s opatrností ze dvou důvodů. Za prvé, počet pacientů, u kterých mohla být sesbírána 

data z klinických studii i studii in vitro je dost limitován, obzvlášť u skupiny responziv-

ních pacientů (Remy a kol., 2003a). Za druhé, pacienti rezistentní ke karbamazepinu 

jsou velmi často rezistentní i k jiným antiepileptikům (Kwan a Brodie, 2000), ačkoliv 

dostupná data naznačují, že pozměněná citlivost Na+ kanálů nemusí nutně zodpovídat i 

za pozměněnou efektivitu těchto jiných AED (jako valproová kyselina nebo lamotrigin). 

Tento objev může značit, že rezistence k AED u pacientů s epilepsií je komplexím fe-

noménem, který pravděpodobně závisí na mnohých mechanizmech, nejenom na změ-

nách cílových struktur.  

Jaké mechanizmy mohou způsobit změněnou senzitivitu Na+ kanálů v epileptické 

tkáni? Většina mechanizmů zapletených do změn cílových struktur pro AED jsou změ-

ny v transkripci podjednotek iontových kanálů. Zdá se, že záchvaty způsobují vysoko 

koordinované změny v transkripci určitých skupin podjednotek iontových kanálů u mo-

delové epilepsie potkanů a taktéž u lidských epileptických pacientů (Brooks-Kayal 

a kol., 1998, 1999). Tato plasticita transkripce indukovaná záchvaty se jeví být různě 

regulována u různých typů neuronů. Změny v transkripci s vysokou pravděpodobností 
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ovlivňují jak hustotu iontových kanálů v neuronální membráně, tak i stechiometrii pod-

jednotek ve vícepodjednotkových komplexech kanálů. Jednou z možností je, že skladba 

podjednotek těchto kanálů je změněna tak, že je zvýšená exprese podjednotek nebo 

kombinací podjednotek necitlivých k AED. Byly pozorovány četné změny v expresi 

podjednotek Na+ kanálů u lidské i experimentální epilepsie (Aronica a kol., 2003). 

Kromě změn hladin mRNA byl pozorován i pozměněný alternativní sestřih mRNA kó-

dujících podjednotky formující póry (Gastaldi a kol., 1997). Snížená exprese podpůr-

ných β-podjednotek kanálů byla nalezena u několika modelů epilepsie. Lucas a kol. ve 

své nedávné studii (Lucas a kol., 2005) podtrhuje potenciální význam β1-podjednotek 

pro vývoj farmakorezistence. Byla v ni studována farmakologie Na+ kanálů obsahují-

cích mutovanou β1-podjednotku pravděpodobně způsobující generalizovanou epilepsii 

s hořečnatými záchvaty. Na+ kanály obsahující tuto β1-podjednotku vykazovaly drama-

tickou a selektivní ztrátu inhibičního účinku AED fenytoinu. Tyto výsledky naznačují, 

že změny v druhotných (accessory) podjednotkách mohou být slibnými kandidáty pro 

další výzkum na molekulární úrovni. Kromě transkripčních změn může záchvatová ak-

tivita vyvolat také četné post-translační modifikace proteinů iontových kanálů, jako 

pozměněný transport proteinů, fosforylaci nebo glykosylaci. Jedna studie ukázala, že 

zvýšená fosforylace INa proteinkinázou C ovlivňuje odpověď na antiepileptikum topi-

ramát (Curia, 2004). Je docela možné, že i jiné posttranskripční modifikace proteinů 

iontových kanálů vyvolané záchvaty mohou hluboko ovlivnit jejich citlivost k léčivům. 

 

Jiné typy napětím řízených kanálů 

Jiné typy napětím řízených kanálů představují také cílové struktury pro působení 

léčiv ze skupiny antiepileptik. V mnohých případech byly popsány účinky AED na spe-

cifické podjednotky iontových kanálů, nebo iontové kanály v nativních neuronech nebo 

systémech in vitro. 

Ca2+ kanály mohou být rozděleny do dvou skupin: kanály s vysokým prahem a 

skupina nízkoprahových (též zvaných T-typ). U řady AED se zjistilo, že inhibují vyso-

koprahové Ca2+ kanály v nativních neuronech ve vysokých terapeutických koncentra-

cích (Stefani a kol., 1997). U AED gabapentinu bylo zjištěno, že vykazuje silné a speci-

fické schopnosti vázat se k druhotné α2δ podjednotce těchto kanálů. Byla navržena myš-

lenka, že tento efekt zodpovídá za inhibici presynaptických vysokoprahových kanálů 

gabapentinem, což způsobuje snížení uvolňování neurotransmiterů do synaptické štěr-
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biny. Některé AED potenciálně inhibují nízkoprahové Ca2+ kanály T-typu, které se na-

cházejí na postsynaptické membráně. Účinky AED na tři podjednotky Ca2+ kanálů T-

typu in vitro a taktéž v nativních neuronech jsou různorodé. Kanály T-typu jsou kriticky 

důležité pro kontrolování vzrušivosti postsynaptického kompartmentu neuronů 

v zdravých i epileptických neuronech. Například v CA1 neuronech hipokampu epilep-

tických zvířat můžeme nalézt výboje odchylné od normálu, které jsou zprostředkovány 

zvýšenou expresí Ca2+ kanálů T-typu. Dále, kanály T-typu v thalamických neuronech 

byly zapleteny do vzniku výbojů u epilepsie s absencemi. Následně se zdá, že inhibice 

záchvatovitých výbojů v thalamických neuronech přispívá k antiepileptickým účinkům 

antiabsence AED. Doposud je neznámé, zda dochází ke změně citlivosti presynaptic-

kých i postsynaptických Ca2+ kanálů k AED během epileptogeneze. Totéž platí pro jiné 

napětím řízené iontové kanály jako například K+ kanály (Remy a Beck, 2005).  

H-proudy (IH) jsou smíšené kationické proudy, které jsou aktivovány hyperpolari-

zací a deaktivovány následnou repolarizací membrány neuronu. IH mají množství funk-

cí, kupříkladu, zprostředkovávají jisté formy pacemaker aktivity v srdci a mozku, regu-

lují resistenci membrán a integraci dendritů a stabilizují hladinu klidového potenciálu. 

Zajímavou charakteristikou IH je fakt, že tyto kanály jsou lokalizovány převážně 

v dendritech neuronů ne v jejich tělech. Zajímavým faktem je, že dendritické H-proudy 

jsou účinně zesílené pomocí AED lamotriginu a gabapentinu při klinicky významných 

koncentracích, což má za následek IH zprostředkovaný inhibiční účinek na výboje akč-

ních potenciálů tím, že je selektivně snížena vzrušivost apikálních dendritů. Byly po-

psány změny v IH specifické pro určité typy buněk u různých modelů epilepsie, které by 

mohly být podstatou ztráty hlavního cílového místa účinku pro některé AED (kupříkla-

du lamotrigin) v určitých oblastech mozku (viz přehledový článek Remy a Beck, 2005). 

3.1.1.2 Systémy neurotransmise: GABA 

Kromě napětím řízených iontových kanálů existují další cílové struktury pro an-

tiepileptika, které mohou být pozměněny u farmakorezistentní epilepsie. Inhibice zpro-

středkována neurotransmiterem GABA představuje důležitý cíl působení AED (Roga-

wski a Löscher, 2004). 

GABA je hlavním inhibičním neurotransmiterem v dospělém lidském mozku a 

hraje rozhodující roli v regulaci excitability neuronálních sítí (Mody a Pearce, 2004). 

Když se molekula GABA naváže na ionotropní GABA receptor, dojde k otevření póru 
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receptoru, který je propustný pro Cl- a do jisté míry rovněž pro HCO3
-. V přítomnosti 

normálního transmembránového gradientu Cl- iontů dochází ke vzniku inhibičního post-

synaptického proudu, který hyperpolarizuje postsynaprickou membránu neuronu. Větši-

na rychlé inhibiční neurotransmise v mozku je zprostředkována GABA receptory typu 

A (GABAA) a právě změny ve funkci GABAA receptorů pravděpodobně hrají roli 

v patologii některých psychiatrických onemocnění jako jsou epilepsie, úzkost, Alzhei-

mrova nemoc a schizofrenie.  

V CNS bylo nalezeno enormní množství poddruhů GABAA receptorů, které od-

povídá faktu, že v každém receptoru jsou přítomny minimálně tři podjednotky (nejčas-

těji alfa, beta a gama), které jsou odvozené z jedné z osmi strukturálně a geneticky od-

lišných rodin (Sperk a kol., 2004). Různé podtypy GABAA receptorů se vzájemně liší 

kinetikou jejich kanálů, afinitou ke GABA, mírou snížení citlivosti k léčivům, umístě-

ním v rámci buňky, distribucí v rámci organizmu a farmakologii. Nejčastějším podty-

pem GABAA receptorů je receptor tvořený podjednotkami alfa 1, beta 2 a gama 2. Právě 

tento podtyp receptorů do značné míry zprostředkovává antikonvulzní (protikřečový) 

účinek benzodiazepinů.  

Látky, které přímo ovlivňují GABAA receptory, zahrnují již zmiňované benzodia-

zepiny a barbituráty. Benzodiazepiny zvyšují afinitu receptorových komplexů ke 

GABA a mohou zesílit jejich vodivost pro Cl- alosterickou modulací. Látky které in-

teragují s GABA systémem nepřímým způsobem ovlivňují metabolizmus a zacházení 

s GABA uvolněnou ze synapsí. Vigabatrin (gama-vinyl GABA) je analogem GABA, 

který inhibuje jeden z nejdůležitějších enzymů kontrolujících koncentraci GABA 

v mozku, GABA transaminázu. Následkem aplikace vigabatrinu tedy dochází k velkým 

vzrůstům hladin GABA v mozku. AED tiagabin inhibuje transportér GABA s velkou 

afinitou (GAT1), který za normálních okolností ukončuje synaptickou aktivitu GABA 

rychlým zpětným uptake (Remy a Beck, 2005). Doposud získaná fakta naznačují, že u 

chronické experimentální epilepsie není pozměněná ani efektivita uptake GABA, ani 

citlivost transportérů k tiagabinu (Frahm a kol.,2003). Mezi látky účinkující skrz GABA 

receptory patří také antiepileptika, u kterých byly jako cílové struktury popsány taky 

iontové kanály (viz Tabulka 1). 

Mnohé studie ukázaly, že epilepsie (klinická i experimentální) je spojena se změ-

nami exprese podjednotek GABAA receptorů a že tyto změny korelují s modifikacemi 

funkce a farmakologie receptorů (Coulter, 2001). Kombinované molekulární a funkční 
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studie naznačují, že u epileptických zvířat dochází ke zvratu v skladbě alfa podjednotek 

způsobenému změnou v transkripci. Konkrétně jde o pokles množství α1 podjednotek a 

zvýšení počtu α4 podjednotek. Tyto změny způsobují ztrátu citlivosti receptorů 

k benzodiazepinům a některým jejich agonistům. U agonistů GABAA receptorů byl po-

psán pokles aktivity těchto látek u chronického modelu epilepsie. U pilokarpinového 

modelu epilepsie vykazují GABAA receptory zoubkatých (dentate) buněk sníženou cit-

livost vůči látkám, jako zolpidem, působícím na benzodiazepinovém vazebném místě 1 

GABAA receptoru. Nejen změny v alfa podjednotce, ale jakékoliv změny v složení pod-

jednotek GABAA receptorů mohou mít dramatické důsledky pro účinnost antiepileptic-

kého působení benzodiazepinů, ale i jiných AED účinkujících skrze GABAA receptor 

(Schmidt a Löscher, 2005).  

3.1.1.3 Systémy neurotransmise: glutamát 

Navzdory nepochybné důležitosti pozměněné excitační neurotransmise zprostřed-

kované glutamátem u chronické experimentální a lidské epilepsie, bylo dosud vyvinuto 

jenom málo substancí pro klinické užití, které účinkují skrze tento systém. Felbamát 

vykazuje komplexní účinky na NMDA (N-methyl-D-aspartát) receptor, ze kterých ně-

které mohou být zprostředkovány skrz modulační glycinové vazební místo. U některých 

účinků felbamátu bylo prokázáno jejich ovlivnění složení podjednotek NMDA recepto-

ru. Zřídkavými jsou i AED účinkující na AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-

izoxazol propionová kyselina) receptory. Některé účinné látky momentálně v klinických 

zkoušeních vykazují inhibici AMPA receptorů. U topiramátu bylo tak dokázáno, že 

redukuje excitační synaptický přenos díky inhibici AMPA receptorů. Při budoucím vý-

voji substancí účinkujících na glutamátové receptory by měla být vzata v úvahu pozmě-

něná buněčná exprese těchto receptorů u epilepsie (viz přehledový článek Remy a Beck, 

2005).  

3.1.2 Modifikace transportérů jako základ farmakorezistence  

Aby mohla hypotéza cílových struktur představovat potenciální základ pro racio-

nální strategii vývoje nových léčiv, musí být vyřešené mnohé nesrovnalosti. Dále, fakt, 

že většina pacientů resistentních k léčbě jedním AED neodpovídá na léčbu širokou pale-

tou jiných AED s odlišnými mechanizmy účinku napovídá, že k farmakorezistenci 

k antiepileptikům musí přispívat i jiný, méně specifický mechanizmus. V tomto ohledu 
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je popřední hypotézou hypotéza efluxních transportérů, která byla poprvé zkoumána u 

rakoviny rezistentní k chemoterapeutikům. V současnosti přitahuje rostoucí zájem jako 

možné vysvětlení farmakorezistence u epilepsie mechanizmem redukce prostupu AED 

do mozku (Löscher, 2002). 

3.1.2.1 Hematoencefalická a hematolikvorová bariéra a multidrug transpor-

téry 

Aby mohla léčiva vstoupit do mozku, musí projít přes hematoencefalickou bariéru 

(HEB) nebo bariéru mezi krví a cerebrospinální tekutinou – likvorem (hematolikvoro-

vou bariéru – HLB). Tyto fyziologické bariéry představují specifické uspořádání kapilár 

a epitelií a jejich hlavní funkcí je regulace přestupu endogenních látek do CNS 

a zachování stálého vnitřního prostředí v mozku. Současně je omezený i prostup xeno-

biotik (Betz a kol., 1994).  

Na rozdíl od endotelových buněk v jiných tkáních, ty které se nachází 

v kapilárách mozku a tvoří HEB jsou spojeny pomocí zonulae occludentes (tight juncti-

ons – těsné spoje), které prakticky vylučují paracelulární transport látek, chybí jim in-

tercelulární póry nebo fenestrace a mají relativní nedostatek pinocytických vesikul. 

Charakteristická stavba endotelu kapilár v mozku má za následek, že se tato vrstva bu-

něk chová jako souvislá fosfolipidová membrána, která do značné míry omezuje pro-

stup hydrofilních, polárních a velkých sloučenin a sloučenin vázáných na bílkoviny, 

zatímco nepolární látky, vysoce rozpustné v lipidech (jako většina AED), prostupují 

HEB lehce pasivní difúzí. Endotel kapilár je obklopený extracelulární matrix obsahující 

kolagen neboli bazální membránou, která je obklopená pláštěm výběžků perivaskulár-

ních astrocytů, které velmi těsně přiléhají k endoteliím mozkových kapilár i k sobě na-

vzájem. Tyto výběžky pravděpodobně také přispívají k funkci HEB (Obr. 1) (Betz 

a kol., 1994; Löscher a Potschka, 2002). 
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Obr. 1: Transportérová hypotéza multidrug rezistenc e. 

 
A:  Schematické zobrazení endotelové buňky mozkové kapiláry, která tvoří HEB a role multidrug trans-
portérů v transportu léčiv přes HEB. Lipofilní léčiva (většina AED) lehce penetrují přes HEB jednodu-
chou difúzí (přerušované šípky). Jako aktivní ochranný mechanizmus HEB transportují multidrug trans-
portéry (mdt), lokalizovány na apikální straně endotelových buněk, lipofilní látky směrem ven z buněk 
zpět do krevního oběhu. Tím limitují jejich penetraci do mozkového parenchymu. 
B: V epileptogenní mozkové tkáni dochází k zvýšení exprese multidrug transportérů v endotelových 
buňkách kapilár a astrocytech kolem kapilár. Převzato ze Schmidt a Löscher, 2005 

 

Co se týče HLB, aby mohlo léčivo vniknout do cerebrospinální tekutiny, musí 

projít skrz plexus choroideus. V plexu choroideu se bariéra pro prostup látek nachází na 

úrovni epitelových buněk lemujících endotel kapilár, který je fenestrovaný. Právě buňky 

této epitelové vrstvy jsou spojené přes těsné spoje a tedy brání prostupu molekul roz-

pustných ve vodě (Löscher a Potschka, 2002).  

Obecně, jak již bylo řečeno, díky těmto bariérám do mozku pronikají molekuly li-

pofilnější, jelikož membránová permeabilita je z velké části předurčena fyzikálně-

chemickými vlastnostmi látek, nicméně u mnohých molekul rozpustných v lipidech, 

mezi nimi mnoho terapeuticky účinných látek, by se očekávala mnohem vyšší prostup-

nost do mozku na základě jejich vysoké lipofility než bývá zjištěna. Tyto molekuly jsou 

substráty pro efluxní transportéry exprimované v HEB a HLB a velmi efektivně jsou 

těmito transportéry odstraňovány z CNS a tedy dochází k omezení jejich uptake do 

mozku (Begley, 2004). Klinický a toxikologický význam efluxních transportérů spočívá 

v jejich značném podílu na distribuci a eliminaci léčiv a xenobiotik obecně, čili ovliv-

nění jejich účinnosti a toxicity v CNS. Snížení penetrace léčiv do mozku představuje 

závažnou překážku pro farmakoterapii obzvláště v případě zvýšené exprese multidrug 
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transportérů a může vést k fenoménu farmakorezistence, jakou již známe 

u chemoterapie rakoviny (Begley, 2004). Největší a nejvýznamnější rodinou transporté-

rů exprimovaných v HEB je nadrodina ABC (ATP-binding cassette) transportérů. 

3.1.2.2 ABC transportéry 

V rozsáhlé rodině ABC transportérů je v současné době zařazeno několik desítek 

(až >100) transportních proteinů nacházejících se ve všech druzích organizmů. Geny 

pro tyto transportéry jsou klasifikovaných do sedmi podskupin – ABCA až ABCG. By-

lo identifikováno 48 genů lidských ABC transportérů, 22 z nich je spojováno 

s fyziologickými nebo patologickými funkcemi (Dean a kol., 2001, Lazarowski a kol., 

2007). ABC transportéry jsou považovány za primární transportéry, které energii pro 

transport získávají hydrolýzou molekul ATP, které jsou v molekulách transportérů vá-

zány na vysoce konzervativní domény specifické pro tuto skupinu. Většina transportérů 

obsahuje dvě transmembránové (TM) domény a dvě vazebné domény pro nukleotidy 

(NBDs – nucleotide-binding domains) (Štefaková a kol., 2004). Intracelulární NBD 

obsahují charakteristické motivy – walker A a B – sekvence aminokyselin, které obsa-

hují všechny ATP-vážící proteiny. Dále obsahují walker C motiv – vysoce konzervativ-

ní aminokyselinovou sekvenci charakteristickou pro ABC transportéry. TM domény se 

skládají z 6-11 α-helixů prostupujících membránou a jsou odpovědné za substrátovou 

specifitu transportérů. ABC geny jsou organizovány buďto jako kompletní transportéry 

obsahující dvě TM domény a dvě NBD, nebo jako poloviční transportéry, které pak 

musí vytvořit homodiméry nebo heterodiméry, aby vznikl funkční transportér. Tyto 

geny jsou děleny do podrodin na základě podobnosti v genové struktuře, pořadí domén 

a na základě homologie sekvencí aminokyselin v TM a NBD doménách. ABC pumpy 

transportují substráty většinou jedním směrem. (Hyde a kol., 1990; Dean a kol., 2001). 

Podle směru transmembránového transportu jsou ABC transportéry řazeny mezi „eflux“ 

transportéry, čily ty, které vypuzují substráty z buňky ven proti jejich koncentračnímu 

gradientu.  

Velká část současných znalostí o efluxních transportérech je založena na výzkumu 

P-glykoproteinu (P-gp/MDR1) – kódovaný genem ABCB1, který byl prvním objeve-

ným transportérem schopným transmembránového přenosu léčiv a xenobiotik (Juliano 

a Ling, 1976). Objev a výzkum tohoto proteinu je spojen s fenoménem tzv. mnohočetné 

rezistence (multidrug resistance – MDR), který byl prvně popsán v rakovinových buň-
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kách, kde buňky exprimující právě ABC transportéry nereagují na léčbu cytostatiky, 

protože tyto přenašeče aktivně vylučují cytostatika z buňky a brání jim tak v dosažení 

místa účinku (Fuksa a kol., 2006). Další skupinou přenašečů ze skupiny ABC transpor-

térů jsou tzv. multidrug-resistance-associated proteins (MRPs 1-7) z podrodiny ABCC, 

které se chovají jako transportéry anionů, ale mohou transportovat i neutrální organické 

sloučeniny, a na přelomu tisíciletí objevený breast cancer resistant protein (BCRP) 

z podrodiny ABCG. 

Pro většinu transportérů byly identifikovány endogenní substráty a navržena fyzi-

ologická funkce. Řada z nich současně transportuje mnohé exogenní substráty na zákla-

dě podobnosti s endogenními. Substráty pro tyto přenašeče tvoří fosfolipidy, peptidy, 

steroidy, polysacharidy, aminokyseliny, nukleotidy, organické aniony, léčiva, toxiny 

a jejich odpovídající metabolity, resp. konjugáty. Spektra substrátů se často mezi růz-

nými transportéry překrývají a může docházet k soutěži substrátů o jednotlivé transpor-

téry (Fuksa a kol., 2006). Dlouhá neschopnost nalézt přirozený endogenní substrát pro 

P-gp a úspěšné vytvoření životaschopných „knockoutovaných“ myších kmenů postráda-

jících funkční P-gp vedly k pochopení představy o funkci P-gp jako detoxifikačního 

transportéru, jehož hlavní úlohou je eliminace lipofilních látek z těla. Podobně i další 

transportéry ze skupiny MRP přenašečů jsou dnes považovány za transportéry podílející 

se na ochraně organizmu a eliminaci toxických látek a na omezení jejich vstupu do or-

ganizmu, i když pro ně byly objeveny jako přirozené substráty kupříkladu konjugáty 

endogenních steroidů (Mizuno a kol., 2003; Schinkel a Jonker, 2003). 

3.1.2.3 Modifikace ABC transportérů jako základ farmakorezistence 

u epilepsie 

Jak již bylo zmíněno, jeden ze dvou hlavních konceptů pro vysvětlení farmakore-

zistence (hypotéza multidrug transportérů) mluví o tom, že zvýšená exprese nebo funk-

ce proteinů efluxních transportérů snižuje efektivní koncentrace AED u jejich cílových 

struktur. Tato hypotéza je založena na dvou rozdílných, ale úzce souvisejících předpo-

kladech. Za prvé se předpokládá, že zvýšená exprese efluxních transportérů souvisí 

s farmakorezistencí u epilepsie a za druhé, že antiepileptika jsou substráty pro tyto 

transportéry, jinak by zvýšená exprese transportérů neměla žádný klinický význam 

(Kwan a Brodie, 2005).  
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Pozměněná exprese a funkce ABC transportérů ve farmakorezistenci u epilepsie 

Důkazy pro podpoření prvního předpokladu (že zvýšená exprese transportérů 

souvisí s farmakorezistencí) pocházejí hlavně z „epileptické“ mozkové tkáně odebrané 

během chirurgických zákroků na pacientech s farmakorezistentní epilepsií. Interpretace 

nálezů z těchto chirurgických studií může být komplikována nedostatkem „normální“ 

kontrolní tkáně pro porovnání. Z množství efluxních transportérů lidského mozku byly 

zkoumány hlavně P-gp a MPR transportéry (Kwan a Brodie, 2005). 

Tishler a kol. jako první zjistili výraznou zvýšenou expresi MDR1 genu, který kó-

duje transportní protein P-gp, v mozku většiny pacientů s farmakorezistentní parciální 

epilepsií (hlavně TLE). Hladiny mRNA MDR1 genu byly stanoveny metodou RT-PCR 

(reverse transcription – polymerase chain reaction), vzorky byly získány od pacientů, 

kteří podstoupili chirurgický zákrok a byly porovnány s kontrolními. Imunohistoche-

mickými metodami byla prokázána také zvýšená přítomnost P-gp proteinů 

v endotelových buňkách mozkových kapilár, které tvoří HEB, a v astrocytech, které 

přispívají k funkci HEB. Tato výzkumná skupina tedy vyhodnotila, že P-gp může se-

hrávat z klinického hlediska důležitou roli limitováním přístupu AED do mozkového 

parenchymu a tedy, že zvýšená exprese MDR1 může přispívat ke vzniku rezistence 

u epilepsie (Tishler a kol., 1995). Další výzkumné skupiny prokázaly zvýšenou expresi 

různých MPR (ale ne BCRP) v buňkách kapilár a/nebo astrocytů farmakorezistentních 

pacientů (Tabulka 2). V některých z těchto studii se exprese transportérů v astrocytech 

jevila být zvýšená hlavně kolem kapilár (v perivaskulárních výběžcích astrocytů) 

(Löscher a Potschka, 2005). Sisodiya a kol. předložili myšlenku, že zvýšená exprese 

efluxních transportérů snižuje extracelulární koncentrace AED v blízkosti epileptických 

patologických ložisek (vychytáváním AED z extracelulárních prostor do endotelových 

buněk po koncentračním spádu a následním pumpováním z buněk do krevního oběhu) 

a tímto dělá epilepsii způsobenou těmito patologickými nálezy rezistentní k léčbě (Siso-

diya a kol., 2002). U zvířecích modelů epilepsie byla porovnána exprese efluxních 

transportérů u farmakorezistentních potkanů a potkanů odpovídajících na léčbu. Farma-

korezistentní zvířata vykazovala výrazně vyšší expresi P-gp v endotelových buňkách 

epileptických ložisek (Potschka a kol., 2004). Důležitou otázkou je, jestli zvýšená ex-

prese ABC transportérů v epileptickém mozku pacientů s farmakorezistentní epilepsií 

a u zvířecích modelů opravdu snižuje uptake AED do mozku. Rizzi a kol. ukázali, že 

značný nárůst v hladinách MDR1 mRNA měřených pomocí metody PT-PCR 
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v hipokampu myší s TLE byl po indukovaných záchvatech spojen s 30% snížením po-

měru obsahu fenytoinu v mozku : plasmě. Tímto dokázali, že modifikace P-gp ovlivňují 

koncentrace AED v mozku (Rizzi a kol., 2002). 

 

Tabulka 2: Zvýšená exprese multidrug transportérů v epileptické mozkové tkáni 
     
  Zvýšená exprese multidrug transportérů v: 

     
Multidrug transportér Epileptogenní Endotelových   
(proteín a/nebo gen) mozková tkáň z buňkách kapilár Astrocytech Neuronech 

     
P-glykoprotein (MDR1) Pacientů  +  +  + 
     
     
 Potkanů (kainate)  +  +  + 
     
 Potkanů (pilocarpine)  ?  +  + 
 Potkanů (kindling)  +  ?  ? 
MRP1 Pacientů  -  +  + 
     
MRP2 Pacientů  +  +  ? 
MRP3 Pacientů  -  ?  ? 
MRP5 Pacientů  +  ?  ? 
BCRP Pacientů  -  -  - 

     

Převzato z Schmidt a Löscher, 2005 

 

Kromě zvýšené exprese efluxních transportérů v HEB mnohé studie dokazují zvý-

šení exprese P-gp a MPR i v jiných buňkách než těch, které jsou součástí HEB (napří-

klad neuronech). Zvýšená exprese P-gp v neuronech by mohla ovlivňovat antiepileptika 

působící na nitrobuněčné cílové struktury limitováním penetrace těchto léčiv do neuro-

nů (Volk a kol., 2004). 

Když se rozebírají možné úlohy transportérů u farmakorezistence, je důležité po-

soudit orientaci molekul transportérů v buněčné membráně (apikální vs. bazolaterální). 

Funkce snižování uptake léčiv do mozku může být připsána pouze transportérům obrá-

ceným do lumen kapilár (Schinkel a Jonker, 2003; Sun a kol., 2003). Mezi transportéry, 

u kterých byla prokázána zvýšená exprese v epileptogenní tkáni pacientů 

s farmakorezistentní epilepsií, P-gp a většina MRP (MRP1, MRP2 a MRP4) jsou ex-

primovány na apikální (luminální) straně endetolových buněk mozkových kapilár, což 

je ta správná pozice, aby mohly efluxní transportéry vykonávat svou funkci (Obr. 2).  
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Obr. 2: ABC transportéry hematoencefalické bariéry 

 
 
Lokalizace vybraných efluxních transportérů v endotelových buňkách kapilár mozku tvořících HEB. 
Jenom transportéry exprimované na apikální (luminální) straně endotelu mozkových kapilár jsou v pozici 
bránit vstupu xenobiotík do mozku. Převzato z Schinkel a Jonker, 2003 

 

Protože pacienti rezistentní k léčbě vykazují stejné vedlejší neurotoxické účinky 

při podávání AED jako pacienti, kteří jsou dobře kompenzováni antiepileptiky, výskyt 

zvýšené exprese efluxních transportérů bývá pravděpodobně omezen na epileptické 

oblasti mozku (Tabulka 3). V jedné studii byla zvýšená exprese P-gp a MRP1 nalezena 

v epileptické tkáni, ne však ve vzorcích tkáně přilehlých oblastí u stejného pacienta (Si-

sodiya a kol., 2002). 
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Tabulka 3:  Zvýšená exprese efluxních transportérů u lidských patologických 
stavů u epilepsie stanovená pomocí imunochemických metod 

    

  Typ buňky  

    

Patologický stav Endotel Astrocyty Neurony 

    

Hippocampal sclerosis P-gp P-gp P-gp 

 MRP2 MRP1 MRP1 

  MRP2  

Focal cortical dysplasia P-gp P-gp P-gp 

  MRP1 MRP1(dysplastic neurons) 

Tuberous sclerosis P-gp P-gp P-gp 

  ? MRP1 MRP1 

DNET  - P-gp  - 

  MRP  

Ganglioglioma P-gp MRP1 MRP1 

   MRP1 

Rasmussen encephalitis P-gp P-gp  - 

    

    

DNET - dysembryoplastic neuroepithelial tumor 

Převzato z Kwan a Brodie, 2005   

 

Důležitou otevřenou otázkou zůstává, zda je zvýšená exprese P-gp a MPR v tkáni 

epileptického mozku u pacientů s farmakorezistentní epilepsií vlastní (konstitutivní, 

intrinsic), nebo získaná – indukovaná (acquired), nebo určitou roli sehrávají oba mecha-

nizmy. Konstitutivní zvýšená exprese transportérů by se mohla objevovat jako výsledek 

genetické predispozice nebo jako exprese vlastní vývoji určitých typů patologických 

lézí. V tomto případě se u pacienta farmakorezistence objevuje de novo a epileptické 

záchvaty jsou nekontrolovatelné již od začátku. Další zmíněnou možností je, že zvýšená 

exprese transportérů je získaná, kupříkladu jako následek samotné epilepsie, nekontro-

lovaných záchvatů, chronické léčby antiepileptiky nebo jako následek kombinace těchto 

faktorů (Kwan a Brodie, 2005; Löscher a Potschka, 2005).  

Kromě vlastní a získané zvýšené exprese transportérů v HEB u epileptických pa-

cientů mohou hrát určitou roli u farmakorezistence i polymorfizmy transportérů (Kerb 

a kol., 2001; Siddiqui a kol., 2003). Je důležité poznamenat, že genový polymorfizmus 

relevantní pro farmakorezistenci se může vyskytnout jak v oblastech promotérů, tak 

v intronech a exonech. Genové polymorfizmy v kódovacích úsecích genů mají za násle-

dek rozdíly ve stavbě proteinů iontových kanálů a transportérů, které předchází nástupu 

epilepsie. Polymorfizmy v oblasti promotérů, které ovlivňují transkripci genů, mohou 
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ovlivnit regulaci transkripce těchto genů záchvaty. Toto poskytuje možný mechanizmus 

získání farmakorezistentního fenotypu během epileptogeneze u farmakorezistentních, 

jako opak k farmakoresponzivním pacientům (Remy a Beck, 2005). Dále, zvýšená ex-

prese i polymorfizmy transportérů u pacientů s farmakorezistentní epilepsií nemusí být 

nutně omezené na výskyt v mozkové tkáni. Mohou se objevovat i v jiných tkáních, jako 

například v tenkém střevě, kde P-gp pravděpodobně vytváří bariéru pro vstup léčiv 

z intestinálního lumen do krevního oběhu a tím ovlivňuje jejich biologickou dostupnost 

(Fromm, 2000). Po této stránce je zajímavé, že Lazarowski a kol. zjistili u pacienta 

s farmakorezistentní epilepsií spojenou se zvýšenou expresí MDR1 přetrvávající subte-

rapeutické hladiny AED v plasmě (včetně fenytoinu a fenobarbitalu) navzdory agresiv-

nímu a nepřetržitému podávání AED (Lazarowski a kol., 1999). 

 

Jsou antiepileptika substráty ABC transportérů? 

Se zřetelem na objevující se důkazy, že efluxní transportéry jsou ve zvýšené míře 

exprimovány v tkáni epileptického mozku, hlavně v buňkách přispívajících k funkci 

HEB, je z klinického hlediska velmi důležité vyhodnotit jestli jsou AED substráty těch-

to transportérů. Až pak by mohla zvýšená exprese P-gp nebo MPR kriticky přispět 

k rozvoji farmakorezistence u epilepsie (Löscher a Potschka, 2005). Existuje mnoho 

různých látek, včetně mnoha lipofilních léčiv, které jsou substráty pro P-gp nebo MPR 

nebo oboje, proto není překvapující, že AED, které byly syntetizovány jako lipofilní, 

aby mohly proniknout do mozku, jsou pravděpodobně substráty efluxních transportérů 

v HEB (Schmidt a Löscher, 2005). 

 Za použití mikrodialyzačních sond v obou hemisférách mozku potkanů u jednoho 

ze zvířecích modelů epilepsie a za použití lokální inhibice (pomocí inhibitoru verapami-

lu) efluxních transportérů v jedné z hemisfér bylo demonstrováno, že několik AED, 

včetně feyntoinu, fenobarbitalu, karbamazepinu, lamotriginu a felbamátu představuje 

substráty pro P-gp nebo MPR nebo oba druhy transportérů (Löscher a Potschka, 2002). 

V podobném modelu za použití MRP inhibitoru probenecidu stejná skupina našla důka-

zy, že fenytoin a karbamazepin jsou substráty pro MRP transportéry (Tabulka 4). Za 

použití myší s chybějícím MRP2 transportérem byla provedena studie zabývající se 

různými antiepileptiky jako možnými substráty pro tento transportér (Potschka a kol., 

2003a; Potschka a kol., 2003b). U fenytoinu bylo dokázáno, že potkani s chybějícím 

MRP2 v HEB vykazují zvýšený uptake fenytoinu do mozku. Toto zvýšení je spojováno 



 

 23 

s výraznějším protikřečovým účinkem v porovnání s kontrolou (zvířata s MRP2 trans-

portérem). Pro potvrzení a lepší charakterizaci interakcí AED s ABC transportéry in 

vitro byly použity různé buněčné linie obsahující lidské nebo zvířecí ABC transportéry. 

Stejná skupina také prokázala, že dlouhodobé podávání AED jako fenobarbital nebo 

fenytoin u potkanů nevyvolává zvýšenou expresi P-gp. 

 

Tabulka 4: Aktivní transport AED zprostředkovaný  
multidrug transportéry v mozku 

    

                                     Multidrug transportéry v mozku 

Antiepileptikum P-glykoprotein MRPs Jiné 

    

Fenytoin  +  +  ? 

Karbamazepin  +  +  ? 

Valproát  ?   +  + 

Fenobarbital  +  -  ? 

Felbamát  +  -  ? 

Lamotrigin  +  -  ? 

Gabapentin  +  ?  +  

Topiramát  +   ?  ? 

Levetiracetam  -  -  ? 

    

Převzato z Schmidt a Löscher, 2005   

 

Jak již bylo zmíněno a podloženo studiemi, pozměněná exprese ABC transportérů 

v HEB může omezovat penetraci různých lipofilních látek, včetně mnohých klinicky 

důležitých látek do mozku. Omezení penetrace se stává mnohem výraznější u stavů 

onemocnění jako epilepsie, kdy je exprese transportérů zvýšená. Proto inhibice ABC 

transportérů nebo jejich obejití může být použito pro zvýšení uptake léčiv do mozku 

(Begley, 2004). Tato strategie zvýšení penetrace léčiv do mozku by mohla představovat 

nový terapeutický přístup k odvrácení farmakorezistence u nemocí CNS jako je epilep-

sie (Löscher a Potschka, 2002). U jakékoliv modulace funkce transportérů je ale potřeba 

zvážit možná rizika takovéto modulace. Jak ukázaly experimenty s „knockoutovanými“ 

myšmi, léčiva, která jsou za normálních okolností dobře snášena, se mohou 

v nepřítomnosti ABC transportérů v HEB stát neurotoxickými (Schinkel a Jonker, 

2003). Dále se předpokládá, že efluxní transportéry jako P-gp sehrávají i jiné fyziolo-

gické úlohy než ochrana buněk před potenciálně toxickými xenobiotiky. Je důležité 

zmínit, že probenecidu a verapamilu, jako inhibitorům ABC transportérů, chybí substrá-
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tová specifita a kromě ABC inhibují i jiné efluxní transportéry (Taylor, 2002). Proto by 

pro výzkum vlastností AED jako substrátů pro ABC transportéry měly být používané 

novější více specifické inhibitory. 

 

Nedostatky transportérové hypotézy 

Stejně jako u hypotézy cílových struktur, pro vysvětlení farmakorezistence 

u epilepsie pomocí zkoumání efluxních transportérů je třeba vyřešit několik otevřených 

otázek. Za prvé, mnoho zpráv týkajících se transportérové hypotézy souvisí jedna 

s druhou, ale pořád chybí přesvědčivé důkazy principu této hypotézy. 

Za druhé, ne všechny AED jsou substráty pro efluxní transportéry jako P-gp. Jak 

již bylo zmíněno, levetiracetam (LEV) pravděpodobně není transportován P-gp ani 

MRP v HEB. LEV byl také jediným AED stejně účinným u „kindled“ potkanů (potkani 

s epilepsií vyvolanou elektrickou stimulací mozku) odpovídajících na terapii fenytoi-

nem (PHE) jako i u těch resistentních k terapii (Löscher, 2002). Navzdory tomu, pacien-

ti rezistentní k léčbě hlavními antiepileptiky často neodpovídají ani na léčbu levetirace-

tamem. Z těchto závěrů vyplývá, že transportérová hypotéza nemůže být úplným vy-

světlením farmakorezistence k AED. Dále, u mnohých antiepileptik (valproát, oxkarba-

zepin, zonisamid, ethosuximid, benzodiazepiny, vigabatrin a tiagabin) stále není známo 

jestli vůbec jsou substráty efluxních transportérů. Mimoto u většiny AED, které byly 

potvrzeny jako substráty pro efluxní transportéry, musí být tento transport prokázán 

pomocí různých experimentálních technik, aby nedošlo k zisku diskutabilních dat. Také 

musí být vzata v úvahu dávka testovaného léčiva, síla vazby léčiva k transportéru 

a jestli jde o tkáň s „normální“ nebo zvýšenou expresí transportérů (Schmidt a Löscher, 

2005). 

Za třetí, molekulární mechanizmy odpovědné za zvýšenou expresi efluxních 

transportérů v epileptickém mozku stále nejsou dostatečně poznány. Jak již bylo zmíně-

no dříve, experimentální a klinické důkazy naznačují, že zvýšená exprese efluxních 

transportérů jako P-gp může být buďto vlastní nebo získaná (jako výsledek častých zá-

chvatů). Tato získaná zvýšená exprese efluxních transportérů bývá omezená na určité 

oblasti mozku (epileptická ložiska) a může představovat obranný mechanizmus druhé 

linie, kterým je HEB chráněna při přechodném otevření bariéry během záchvatů a při 

chronické dysregulaci funkce HEB. Ta bývá signalizována změnami v endotelových 

buňkách, výskytem abnormálních těsných spojů a zesílením bazální membrány v lidské 
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epileptické tkáni (Duncan a Todd, 1991; Sisodiya a kol., 2002). Takto může být zvýšená 

exprese efluxních transportérů jedním z mechanizmů, kterým záchvaty plodí (farmako-

rezistentní) záchvaty (například narušením penetrace AED do mozku). Kromě toho mů-

že zvýšená exprese efluxních transportérů poskytovat jedno z možných vysvětlení proč 

vysoká frekvence záchvatů před zahájením léčby pravděpodobně negativně ovlivňuje 

odpověď na AED. Jak naznačují data ze studií na zvířatech, tato zvýšená exprese indu-

kovaná záchvaty bývá přechodná. Naopak se zdá, že AED samotné nezvyšují expresi 

efluxních transportérů v mozku (Schmidt a Löscher, 2005). 

Za čtvrté, zatím existují jen sporadické důkazy o tom, že jsou efluxní transportéry 

funkčně důležité pro farmakorezistenci u epilepsie u lidí. Pro přímý důkaz by bylo po-

třeba demonstrovat, že farmakorezistence může být odvrácena přídavnou léčbou inhibi-

torem P-gp nebo MRP. Doposud existují jenom neoficiální data. U inhibitorů P-gp 

a v poslední době hlavně MRP je v současnosti klinicky posuzována jejich schopnost 

zvrátit farmakorezistenci u rakoviny u lidí. Studie na zvířatech naznačují, že použití 

inhibitorů P-gp a MRP má za následek zvýšenou protikřečovou účinnost AED (Löscher 

a Potschka, 2005). Tedy farmakologická inhibice P-gp nebo MRP by mohla představo-

vat novou klinickou strategii předcházení nebo překonávání farmakorezistence 

u pacientů se změněnou expresí efluxních transportérů, tyto závěry ale potřebují valida-

ci (viz přehledový článek Schmidt a Löscher, 2005). 
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3.2 Multidrug Resistance-Associated Protein 2 (MRP2) 

MRP transportéry, jak již bylo zmíněno, představují jednu větev rodiny ABC 

transportérů – transmembránových proteinů, které využívají energii získanou hydrolý-

zou ATP pro přenos látek (svých substrátů) přes biologické membrány (Borst a kol., 

1999). Koncem 80. let byla pomocí experimentů za použití organických anionů proká-

zána existence jednosměrného transportéru lokalizovaného v apikálních (kanalikulár-

ních) buňkách membrán tkání s exkreční funkcí. Transportér původně označován jako 

cMOAT (canalicular multispecific organic anion transporter – kanalikulární multispeci-

fický transportér organických anionů) byl po identifikaci kódujícího genu (ABCC2) 

přejmenován na MRP2 (Buchler a kol., 1996; Fuksa a kol., 2006). Do devítičlenné 

podrodiny MRP transportérů byl zařazen jako druhý identifikovaný. Objev MRP2 před-

stavoval významný krok vpřed pro pochopení faktorů regulujících eliminaci léčiv 

v některých tkáních. 

 

Struktura, lokalizace a funkce MRP2 

MRP2 je fosfoglykoprotein. Jeho membránová topologie je stejná jako u MRP1 

transportéru. Tvoří jej 17 transmembránových α-helixů uspořádaných do tří transmem-

bránových domén (TM), ze kterých první dvě obsahují po 6 α-helixech a třetí 

transmembránová doména, charakteristická pro některé přenašeče z MRP podrodiny 

včetně MRP2, je tvořena pouze 5 α-helixy a její NH2-konec je uložen extracelulárně 

(Obr. 3) (Schinkel a Jonker, 2003). Extracelulární uložení NH2-konce vyplývá z lichého 

počtu transmembránových helixů, ale potvrzují jej i imunofluorescenční studie. Předpo-

kládá se, že TM obsahují několik vazebných míst pro substráty, což potvrzuje 

i schopnost různých substrátů vzájemně inhibovat nebo stimulovat transport jiných sub-

strátů (Gerk a Vore, 2002). Další dvě strukturní části MRP2 transportérů tvoří vazebné 

domény pro nukleotidy (NBD) nacházející se mezi jednotlivými TM. (Borst a kol., 

1999; König a kol., 1999). Přesný mechanizmus, kterým je energie uvolňována 

z hydrolýzy ATP, za účasti dvou sekvencí v NBD klíčových pro ATP-ázovou funkci 

(již zmíněné walker A a B motivy), využita pro transport substrátů dosud není znám 

(Fuksa a kol., 2006). Sekvenční analýza MRP2 proteinu ukázala jistou míru shody 

uvnitř MRP podrodiny transportérů, a to nejvyšší ve srovnání s MRP1 (48%) a MRP3 

(47%) (König a kol., 2003). 
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Obr. 3: MRP2/Mrp2 transportér 

 
 
Předpokládaná topologie MRP2 transportéru. Převzato z Gerk a Vore, 2002 

 

Poprvé byl MRP2 transportér identifikován jako součást apikální membrány 

potkaních i lidských hepatocytů, proto byl původně nazýván kanalikulární MRP (cMO-

AT) (Keppler a kol., 1996). Charakterizace distribuce MRP2 mRNA v různých tkáních 

(jiných než játra), po jejím úspěšném naklonování z potkaních (Mrp2) i lidských jater 

(MRP2) ukázala, že MRP2 transportér je taktéž exprimován v apikálních membránách 

proximálních tubulů ledvin, kde jeho funkce v renální sekreci organických anionů není 

zcela známá a v epitelových buňkách duodena a jejuna. V tenkém střevě potkanů míra 

exprese roste směrem od krypty k vrcholu vilu a klesá od duodena k distálnímu ileu 

a tlustému střevu, kde dosahuje pouze 30% exprese v duodenu (Cherrington a kol., 

2002). Pomocí imunofluorescenční mikroskopie a imunohistochemie byla přítomnost 

MRP2 dále prokázána v epiteliálních buňkách močového měchýře, plic a žaludku, ale 

jejich funkce v těchto orgánech dosud není známa (Cherrington a kol., 2002; König, 

2003). MPR2 transportéry byly detekovány také v placentě, kde působí jako ochrana 

plodu před toxiny a podílí se na exkreci endogenních konjugátů z plodu (St-Pierre 

a kol., 2002). Jak již bylo zmíněno MRP2, spolu s dalšími ABC transportéry, je apikál-

ně exprimován v edotelových buňkách kapilár biologických bariér v mozku, kde plní 

funkci efluxního transportéru endogenních substrátů i xenobiotik (viz Obr. 2). 

 Většina poznatků o potenciálních substrátech MRP2 byla získána použitím 

potkaního kmene s chybějícím MRP2 transportérem a taktéž různých buněčných linií 

(Gerk a Vore, 2002). MRP2 transportér má velmi podobné spektrum substrátů jako dří-

ve objevený a popsaný MRP1. Transportuje širokou paletu substrátů počínaje amfifil-

ními ionty s vysokou afinitou, především konjugáty endo- a xenobiotik s glutathionem, 

kyselinou glukuronovou a sulfonovou. Takto transportuje například leukotrieny, konju-

gáty těžkých kovů (kupříkladu kadmium a arsen), endogenní substráty jako bilirubin, 
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estradiol a trijodthyronin a konjugáty žlučových solí (Suzuki a Sugiyama, 1999). Dále 

transportuje řadu nekonjugovaných organických iontů jako bromosulfoftalein (modelo-

vou látku pro studium jaterního transportu), redukované foláty, protinádorové léčivo 

metothrexát, inhibitor HMG-CoA reduktázy pravastatin, antibiotika jako ampicilin 

a ceftriaxon, ACE inhibitor temokaprilát a další, například toxiny (Suzuki a Sugiyama, 

1999). Kromě toho MRP2 transportuje některé látky za přítomnosti redukovaného glu-

tathionu jako kotransportéru (například vinkristin). I některá antiepileptika představují 

substráty pro MRP2 transportér. 

Obecně, MRP2 transportér plní exkreční a ochranné úlohy. Jeho základní fyziolo-

gickou funkcí je transmembránový transport konjugovaných (v menší míře i nekonju-

govaných) metabolitů endogenních látek a xenobiotik do žluči, moči a střevního lumina 

(Fuksa a kol., 2006). V játrech tento transportér zajišťuje jeden z mechanizmů tvorby 

žluče, nezávislé na sekreci osmoticky aktivních solí žlučových kyselin (Gerk a Vore, 

2002). MRP2 je dále považován za jeden z mediátorů fenoménu multidrug rezistence 

u rakoviny. Jeho exprese byla prokázána v mnohých nádorových buňkách u různých 

nádorů a experimenty s transfekcí cDNA MRP2 do savčích buněk vedly k zjištění, že 

přítomnost a zvýšená exprese MRP2 v (nádorových) buňkách vede k zisku farmakore-

zistence k protinádorovým léčivům jako etopsid, vinkristin, cis-platina, doxorubicin, 

epirubicin metothrexátu a další (Cui a kol., 1999; Suzuki a Sugiyama, 2002). 

V hematoencefalické bariéře MRP2 pravděpodobně plní ochrannou funkci vylučováním 

nežádoucích látek z mozku zpět do krevního oběhu. Zvýšená exprese tohoto transporté-

ru v buňkách biologických bariér mozku však vzbudila zájem jako potenciální příčina 

farmakorezistence u epilepsie, protože mnohé AED byly prokázány jako jeho substráty. 

O interakcích MRP2 transportéru a antiepileptiky bude pojednáno dále. 

 

Regulace exprese a funkce MRP2 

MRP2 transportér spolu s celou rodinou ABC transportérů tvoří vysoce adaptabil-

ní systém, který reaguje na různorodé vlivy, což mívá za následek zvýšenou či sníženou 

expresi jeho proteinů a související změny jeho funkce (Fuksa a kol., 2006). 

Různé studie naznačují, že exprese MRP2 může být regulována na několika úrov-

ních. První z nich představuje endocytózou zprostředkovaný odsun proteinu přenašeče 

z membrán, kde vlastně dochází k posunu v dynamické rovnováze mezi endocytózou 

a exocytózou (inzercí proteinu do membrány) transportérů mezi membránou 
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a intracelulárními vesikuly. Tuto rovnováhu narušují mnohé exogenní látky, dále ta-

ké výskyt cholestázy. Cholestáza je definována jako porucha odtoku žluče vedoucí ke 

zvýšení hladin bilirubinu a žlučových kyselin v séru. Existují různé formy cholestázy 

a u každé z nich dochází k down-regulaci MRP2 transportérů v játrech, kvůli potřebě 

snížení kanalikulární sekrece (Gerk a Vore, 2002).  

Další úrovní, na které dochází k regulaci exprese MRP2 je transkripce. Ke snížení 

exprese dochází u různých nemocí, kde tuto supresi specifickou pro játra způsobují 

pravděpodobně proteiny akutní fáze (zejména cytokiny). U zvýšení transkripce MRP2 

se jedná o jev podobný u všech ABC transportérů. Transkripční indukce tu probíhá přes 

jaderné receptory, tzv. orphan nuclear receptors, které po navázání ligandu (jako dexa-

methazon, fenobarbital, cis-platina, klotrimazol a další) vytvoří komplex, který translo-

kuje do jádra buňky a tam dochází k jeho navázání na sekvenci DNA v promotorové 

oblasti a k aktivaci transkripce. Tato indukce exprese byla prokázána pro tkáně jater, 

ledvin i duodena (Gerk a Vore, 2002; König a kol., 2003). Data pro regulaci exprese 

MRP2 v tkáni mozku doposud nejsou známa.  

Třetí úrovní, na které dochází k regulaci exprese MRP2 je úroveň posttranslačních 

úprav (Gerk a Vore, 2002).  

Zajímavé poznatky ohledně regulace funkce přinášejí interakční studie na buněč-

ných liniích exprimujících Mrp2. Podle získaných údajů z kinetiky transportu modelo-

vých substrátů je pravděpodobné, že Mrp2 obsahuje nejen více vazebných domén pro 

kotransport látek, ale také alosterická vazebná místa pro látky, které nemusí být substrá-

ty, ale mohou významně ovlivňovat rychlost přenosu jiných sloučenin (Fuksa a kol., 

2006). Podle Zelcera a kol. je efekt látky modulující transport přímo závislý na substrá-

tu (Zelcer a kol., 2003). Tato pozorování jsou v souladu s již dříve navrženou možností, 

že každá dvojice substrát – modulátor tvoří unikátní interakci na komplexu možných 

vazebných míst MRP2 proteinu (Fuksa a kol., 2006). 

Expresi a funkci MRP2 transportérů ovlivňují také mnohé přirozeně se vyskytující 

mutace v genu kódujícím tento transportér. U lidí i potkanů bylo popsáno několik tako-

vých mutací (Suzuki a Sugiyama, 2002). Některé z nich mají za následek úplnou absen-

ci MRP2 transportéru na kanalikulární membráně buněk hepatocytů, ale i v jiných tká-

ních. Absence MRP2 v játrech má za následek vznik onemocnění označovaného Dubin-

Johnsonův syndrom (DJS). Toto benigní onemocnění se projevuje hyperbilirubinemií, 

zvýšením exkrece koproporfirinu I močí a ukládáním tmavého pigmentu melaninu 
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v játrech (Gerk a Vore, 2002). Konkrétní mutace, identifikovány jako bodové mutace 

vedoucí k absenci Mrp2 byly nalezeny u dvou dobře popsaných potkaních kmenů 

s kongenitální hyperbilirubinemií, které jsou známé jako zvířecí modely lidského DJS. 

U kmene Wistar se jedná o tzv. Groningen žluté/transport-deficitní potkany (GY/TR-), 

u kmene Sprague-Dawley jsou označovány jako Eisai hyperbilirubinemičtí (EHBR) 

(Buchler a kol., 1996; Fuksa a kol., 2006). Objev těchto modelů a poznání jejich mu-

tantní DNA byly rozhodující pro naklonování Mrp2, což umožnilo poznání a pochopení 

struktury tohoto transportéru, jeho funkce, lokalizace a regulace exprese. Tyto dva zví-

řecí modely také rozhodující mírou přispěly k rozvoji výzkumu interakcí antiepileptik 

s MRP2 transportérem exprimovaným v mozku. 



 

 31 

3.3 Interakce antiepileptik s MRP2 transportérem 

Exprese MRP2 v endotelových buňkách kapilár mozku je zvýšená u pacientů 

s farmakorezistentní epilepsií, jak již bylo zmíněno u skupiny ABC transportérů (Aroni-

ca a kol., 2004). Předpokládá se tedy, že MRP2 transportér sehrává důležitou úlohu 

v efluxním transportu různých antiepileptik z mozku zpět do krevního oběhu, a že takto 

přispívá k rozvoji farmakorezistence k těmto AED u mnohých pacientů. Na základě 

tohoto předpokladu bylo provedeno mnoho in vivo i in vitro studií, zabývajících se in-

terakcemi jednotlivých AED s MRP2 transportérem. 

3.3.1 Interakce MPR2 transportéru s antiepileptiky na in vitro úrovni 

Pro predikci permeability HEB pro léčiva účinkující v CNS a studium jejích in-

terakcí s těmito léčivy na in vitro úrovni je nutno použít správné jednoduché, široce 

aplikovatelné a důkladné in vitro metody. Modely založené na kultivaci linií buněk na-

bízí možnost vysvětlit transcelulární a paracelulární procesy difúze, metaboli-

zmu, procesy aktivního transportu jako i nedefinované interakce mezi léčivem 

a buněčným materiálem, které mohou mít dopad na celkový obraz permeability mem-

brány. Aby mohl být in vitro model HEB použit pro screening propustnosti membrány 

pro léčiva účinkující na CNS, musí vykazovat reprodukovatelnou permeabilitu pro nos-

ná média a splňovat další obecná kritéria včetně přítomnosti restriktivní paracelulární 

bariéry, fyziologicky realistické buněčné architektury, funkční exprese klíčových trans-

portérů a jednoduché kultivace (Gumbleton a Audus, 2001). 

Nedávno bylo provedeno několik in vitro studií týkajících se interakcí některých 

antiepileptik s MRP2 transportérem. V jedné z nich se Baltes a kol. zabývali transpor-

tem AED fenytoinu, levetiracetamu a karbamazepinu pomocí efluxních transportérů P-

gp (MDR1) a MRP2 (Baltes a kol., 2007a). V této studii byly použity jednovrstvé bu-

něčné kultury polarizovaných MDCK II (Madin-Darby canine kidney II – buňky po-

dobné epiteliálním buňkám proximálních tubulů) buněk ze psích ledvin a LLC-PK1 

buněk z ledvin prasete. Do těchto buněk byly metodou transfekce vpraveny sekvence 

cDNA kódující lidské nebo myší MDR1 a MRP2, které byly pak v buňkách exprimová-

ny. Pomocí těchto buněčných linií a cyclosporinu A (pro P-gp) a vinblastinu (pro 

MRP2) jako referenčních standardů byl měřen usměrněný transport antiepileptik. Z vý-

sledků bylo vyvozeno, že na rozdíl od vinblastinu nebylo pomocí MRP2 transportováno 

ani jedno z testovaných AED. Tyto data ale nevylučují, že testované antiepileptika 
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nejsou alespoň slabými substráty MRP2, protože efektivita transportu se může lišit 

nejenom u různých živočišných druhů (což bylo touto studií prokázáno pro P-gp), ale 

i u různých tkání.  

V jiné studii se Baltes a kol. zabývali transportem AED valproové kyseliny 

(VPA). VPA je široce používaným léčivem u neurologických onemocnění jako epilep-

sie, bipolární porucha a migréna. Pro dosažení klinického efektu VPA je ale potřeba 

užívat poněkud vysoké dávky, což je způsobeno relativně neefektivním příjmem do 

mozku. Špatná distribuce VPA do mozku, zdá se, odráží přítomnost asymetrického 

transportního sytému v HEB. Baltes a kol. použili různé in vivo a in vitro strategie 

k vyhodnocení jestli je VPA substrátem MRP a P-gp efluxních transportérů. V této stu-

dii byly také použity jednovrstvé buněčné kultury s exprimovanými P-gp, MRP1 

a MRP2 a jako standardy cyklosporin A a vinkristin. Bylo prokázáno, že VPA není sub-

strátem těchto transportérů a tyto výsledky byly potvrzeny i v in vivo studiích (kde po-

mocí MRP2 deficitních potkanů byla vyloučena hypotéza, že MRP2 sehrává důležitou 

roli pro eflux VPA z mozkové tkáně) (Baltes a kol., 2007b).  

Výsledky in vitro analýz občas nekorespondují s výsledky analýz in vivo. Tento 

rozpor je pravděpodobně způsoben rozdílností tkání exprimujících zkoumané transpor-

téry, rozdílnou mírou exprese efluxních transportérů a odlišnými podmínkami experi-

mentů na obou úrovních.   

3.3.2 Interakce MPR2 transportéru s antiepileptiky na in vivo úrovni 

Studie interakcí MRP2 transportéru s antiepileptiky na in vivo úrovni posuzují ty-

to interakce v širokém kontextu živých organizmů. Experimenty se nejčastěji provádí na 

zvířecích modelech, ze kterých se s výhodou velmi často používají již zmiňované 

MRP2-deficitní potkaní kmeny TR- a EHBR.  

Jedna ze studií skupiny Potschka a kol. se zabývá významem MRP2 transportérů 

pro funkci HEB. (Potschka a kol., 2003a) Byly v ní použity tři různé in vivo strategie. 

Za prvé, inhibitor MRP1/MRP2 transportérů probenecid byl použit pro vyřešení otázky, 

jestli inhibice MRP2 v HEB zvyšuje extracelulární hladiny AED v mozku. Hladiny 

AED byly stanoveny metodou mikrodialýzy pomocí sond v mozkové kůre. Za druhé, 

byly použity TR- potkaní kmeny pro zjištění, zda absence MRP2 v HEB těchto potkanů 

vede ke zvýšení penetrace AED do mozku. Za třetí, byl použit „kindling“ model epilep-
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sie pro studium zesílení protikřečové aktivity AED při inhibici MRP2 nebo jeho nedo-

statku (v TR- potkanech).  

Za použití mikrodialýzy bylo prokázáno, že lokální aplikace probenecidu pomocí 

implantované dialyzační sondy způsobuje zvýšení extracelulárních hladin fenytoinu 

v mozku. Fenytoin byl tak vybrán jako pravděpodobný substrát MRP2. Z předběžných 

experimentů s různými AED (karbamazepin, fenobarbital, lamotrigin a felbamát) byl 

jako jeho protějšek pro porovnávání transportu MPR2 transportérem vybrán fenobarbi-

tal, protože nevykazoval ovlivnění transportu probenecidem. Pro validaci těchto dat 

byla porovnána penetrace fenytoinu a fenobarbitalu do mozku u MRP2-deficitních 

potkanů a potkanů s exprimovaným MRP2 transportérem. Fenytoin dosáhl vysokých 

extracelulárních hladin u TR- potkanů v porovnání s normálními (nemutantními). Pro 

fenobarbital nebyl pozorován takový rozdíl, což potvrdilo výsledky z předešlého expe-

rimentu. U „kindling“ modelu epilepsie koadministrace probenecidu výrazně zvýšila 

protikřečový účinek fenytoinu a u MRP2-deficitních potkanů došlo po podání fenytoi-

nu také k výraznému zvýšení účinku v porovnaní s normálními potkany. Tyto data na-

značují, že MRP2 značně přispívá k exkreční funkci HEB (Potschka a kol., 2003a). 

V další studii tato skupina zkoumala jestli se MRP2 transportér podílí na přenosu 

AED karbamazepinu, lamotriginu a felbamátu přes HEB (Potschka a kol., 2003b). Byla 

determinována distribuce těchto AED do mozku TR- potkaního kmene. Koncentrace 

AED v mozku MRP2-deficitních potkanů se nijak výrazně nelišily od koncentrací pozo-

rovaných u normálních jedinců. U „kindling“ modelu epilepsie byla antikonvulzní účin-

nost lamotriginu a felbamátu porovnatelná pro obě skupiny potkanů. Karbamazepin ale 

vykazoval vyšší účinnost u mutantních (TR-) potkanů v porovnaní s normálními. Sou-

hrnně tedy v této studii bylo prokázáno, že MRP2 neovlivňuje uptake karbamazepinu, 

lamotriginu a felbamátu. Navzdory tomu nepřítomnost MRP2 transportéru vede ke zvý-

šení účinnosti karbamazepinu u „kindling“ modelu epilepsie. Je třeba provést další vý-

zkum pro identifikaci mechanizmu odpovědného za tyto rozdíly, pro objasnění jestli 

jsou farmakokinetické rozdíly detekovatelné pouze za využití „kindling“ modelů epilep-

sie, u kterých pravděpodobně dochází ke zvýšené expresi transportérů (jako výsledek 

záchvatů). 

V nedávné velmi zajímavé studii Hoffmann a Löscher pomocí imunofluorescenč-

ního barvení prokázali zvýšení exprese P-gp transportéru u MRP2-deficitních potkanů 

jako kompenzaci funkce MRP2 transportéru. Tento objev by mohl představovat vysvět-
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lení výše zmíněného rozporu, kdy by transport karbamazepinu (jako i jiných AED, které 

jsou substráty P-gp) u TR- potkanů zprostředkován P-glykoproteinem vedl k získání 

falešně negativních výsledků, týkajících se role MRP2 v transportu AED v HEB (Hoff-

mann a Löscher, 2007).  
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4. Diskuze a závěr 

Navzdory vývoji a používání stále většího množství nových AED, procentuální 

zastoupení farmakorezistentních pacientů mezi pacienty s epilepsií zůstává stabilně ko-

lem 30%. Většina pacientů s farmakorezistetní epilepsií neodpovídá na léčbu různými 

AED s různými mechanizmy účinku, což naznačuje, že za farmakorezistencí u epilepsie 

stojí četné patogenetické mechanizmy, mezi nimi hlavně samotná podstata patologické-

ho procesu, jeho vývoj a rozdílná individuální citlivost k léčbě, vrozená nebo získaná. 

 Na molekulární úrovni je farmakorezistence u epilepsie v současnosti vysvětlo-

vána pomocí tzv. hypotézy cílových struktur, která se zabývá změnami ve vlastnostech 

cílových struktur pro AED jako příčinami jejich snížené farmakosenzitivity, 

a transportérové hypotézy, která hovoří o zvýšené expresi efluxních transportérů 

v mozku jako příčině snížení přístupu AED k cílovým strukturám. I když se nedá před-

pokládat, že tyto dvě relativně jednoduché teorie mohou plně vysvětlit klinická pozoro-

vání u různých modelů farmakorezistence (farmakorezistence vzniklá de novo, progre-

sivní, reverzibilní), alespoň poskytují potenciální hypotézy pro následný výzkum. 

U transportérové hypotézy farmakorezistence u epilepsie je potřeba u konkrétních 

AED prokázat, jestli efluxní transportéry regulují intraparenchymální hladiny těchto 

léčiv. S výhodou se pro tyto studie dají použít inhibitory ABC transportérů. Jak již bylo 

zmíněno, studie na zvířatech dokazují, že použití inhibitorů P-gp a MRP receptorů vede 

ke zvýšení hladiny některých AED v mozku. Dosud používaným inhibitorům ABC 

transportérů ale chybí substrátová specifita, čili inhibují i jiné transportéry. Proto by pro 

výzkum vlastností AED jako substrátů pro konkrétní ABC transportéry měly být použí-

vány novější více specifické inhibitory. Použití dostatečně specifických inhibitorů ABC 

transportérů by mohlo v budoucnu představovat možný terapeutický přístup k odvrácení 

farmakorezistentní epilepsie. Při koadministraci antiepileptik a inhibitorů transportérů 

by ale bylo nutné zohlednit, jestli právě zvýšená exprese efluxních transportérů je odpo-

vědná za výskyt farmakorezistence. V opačném případě by mohlo dojít ke zvýšení toxi-

city používaných léčiv. Dalším předmětem studií proto musí být prokázání zvýšené ex-

prese efluxních transportérů v HEB a důkaz její souvislosti se změnami citlivosti zá-

chvatů k jednotlivým AED u experimentální epilepsie i u pacientů s epilepsií. 
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U lidských epileptických pacientů by dále měla být posuzována souvislost mezi 

polymorfizmy genů efluxních transportérů a klinicky pozorovanou farmakorezistencí. 

Data o spojení konkrétních polymorfizmů s pozměněnou expresí a funkcí jednotlivých 

efluxních transportérů by mohla být získána pomocí in vitro metod za použití tkání pa-

cientů podstupujících chirurgické zákroky. Identifikace relevantních polymorfizmů ge-

nů ABC transportérů (ale i cílových struktur pro AED) by mohla v budoucnu předsta-

vovat možnost spolehlivé predikce výskytu a pravděpodobného mechanizmu farmako-

rezistence. Tato data by pak mohla ovlivnit počáteční terapii a možná zvýšit její úspěš-

nost.  

Dostupnost nových vyspělejších in vitro a in vivo metod (použití specifických 

inhibitorů transportérů, specifických protilátek, „knockoutovaných“ zvířecích linií 

a jiných) zjednoduší získávání detailnějších poznatků o různých ABC transportérech a 

jejich roli v transportu léčiv přes HEB za fyziologických i patologických podmínek. 

Pochopení vlastností efluxních transportérů na molekulární úrovni (i vlastností cílových 

struktur pro AED), jejich interakcí s konkrétními antiepileptiky, jejich exprese 

a pochopení regulace této exprese za použití těchto metod, by mohlo v budoucnosti vést 

k umožnění resp. zefektivnění terapie farmakorezistentní epilepsie bez invazivních chi-

rurgických zákroků.  
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5. Abstrakty 

5.1 Interakce MRP2 transportéru s vybranými antiepileptiky 

Epilepsie je časté neurologické onemocnění postihující přibližně 1 – 2% populace. 

U většiny epileptických pacientů jsou záchvaty účinně kontrolovány v současnosti do-

stupnými antiepileptiky (AED – anti-epileptic drugs). Uvádí se, že u přibližně 30% pa-

cientů nedochází k zastavení záchvatů, navzdory pečlivě optimalizované léčbě. Většina 

těchto pacientů s farmakorezistetní epilepsií neodpovídá na léčbu různými AED 

s různými mechanizmy účinku, což naznačuje, že rezistence u epilepsie je multifaktori-

álním fenoménem nezávislým od použitého léčiva. Na základě experimentálních 

a klinických studií byly předloženy dvě hlavní teorie vysvětlující vznik farmakore-

zistence u epilepsie. První z nich je hypotéza cílových struktur, která se zabývá změna-

mi ve vlastnostech cílových struktur pro AED jako příčinami jejich snížené farmako-

senzitivity. Druhou je transportérová hypotéza, která hovoří o zvýšené expresi efluxních 

multidrug-transportérů v mozku jako příčině snížení přístupu AED k cílovým struktu-

rám. Největší a nejvýznamnější rodinou multidrug-transportérů exprimovaných 

v mozku a pravděpodobně odpovědných za snížení účinné koncentrace mnohých AED 

v mozkové tkáni je nadrodina ABC (ATP-binding cassette) transportérů. Jedním 

z transportérů této rodiny, kterým byla v současnosti věnována pozornost je multidrug 

resistance-associated protein 2 (MRP2). MRP2 transportér, exprimován na apikální 

membráně buněk mnoha absorpčních a exkrečních orgánů, kromě jiných i buněk HEB 

(hematoencefalické bariéry), má důležitý vliv na farmakokinetické parametry řady lé-

čiv, kupříkladu AED. Cílem této rešeršní diplomové práce je studium interakcí antiepi-

leptik s ABC transportéry, hlavně MRP2 transportérem, pomocí zdokumentovaných in 

vitro a in vivo studií. 
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5.2 Interactions of the MRP2 transporter with selected anti-

epileptic drugs 

Epilepsy is a common neurological disorder affecting approximately 1 – 2% of 

the population. In most of the patients with epilepsy, seizures are well-controlled with 

currently available anti-epileptic drugs (AEDs). It is estimated that 30% of the patients 

fail to achieve seizure termination despite carefully optimised drug treatment. Most of 

these patients with refractory epilepsy are resistant to several AEDs with different 

mechanisms of action, which suggests that resistance in epilepsy is a multifactorial and 

drug-nonspecific phenomenon. Based on experimental and clinical studies, two major 

theories have been put forward to explain the development of pharmacoresistance in 

epilepsy. The target hypothesis holds that changes in the properties of drug targets for 

AEDs may result into their reduced drug sensitivity. The transporter hypothesis con-

tends that the over-expression of efflux multidrug-transporters in the brain leads to im-

paired access of AEDs to their targets. The largest and the most important family of 

multidrug-transporters expressed in the brain, probably responsible for the reduction of 

effective drug concentrations at their targets, is the ABC (ATP-binding cassette) trans-

porter family. One of the transporters of this family, recently under study, is the mul-

tidrug resistance-associated protein 2 (MRP2). The MRP2 transporter expressed in the 

apical membrane of polarised cells in organs of absorption and excretion, e.g. cells of 

the BBB (blood-brain barrier), has an important impact on pharmacokinetic parameters 

of many drugs, for example AEDs. The goal of this review is to summarise the interac-

tions of anti-epileptic drugs with ABC transporters, especially the MRP2 transporter, 

based on well-documented in vitro and in vivo studies. 
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