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1. Uvod do klinického problému farmakorezistence
u epilepsie

Epilepsie jecasté devastujici neurologické onem@un charakterizované opako-
vanym vyskytem epileptickych zachuatPostihuje fiblizné 1-2% populace. U mno-
hych pacient postizenych epilepsii jsou zachvat§inné kontrolovany v sotasnosti
dostupnymi antiepileptiky (AED — anti-epileptic dig). U zn&aného mnozstvi pacieit
vSak zachvaty ietrvavaji. PesrgjSi procentualni vyjae@ni zastoupenithto pacient
mezi pacienty s epilepsii se v liter&uiSi hlavé kvili nejednotnym kriteriim pro kla-
sifikaci pacienta jako farmakorezistentniho (kadiktiepileptik musi byt vyzkouseno,
nezli je pacient klasifikovan jako farmakorezistdngak dlouho musi byt nel&pe
lé¢en, do jaké miry jsou akceptovany nezadowaiky). Navzdory tomu se uvadi, Ze
zna&nd cast (fiblizné 30%) epileptickych paciefitnereaguje na &u antiepileptiky
prvni linie, i g'es podavani v v optimalizovaném a ddb monitorovaném rezimu
(Regesta a Tanganelli, 1999). Zda se, Ze procentudhozstvi farmakorezistentnich
pacient koreluje s utitymi klinickymi a biologickymi znaky nemaoci, jakjsou vysokéa
frekvence zachvat hor&naté zachvaty iipd zahajenim by, ¢asny nastup zachvat
nebo gitomnost ukitych typa mozkovych lézi. Krom toho se rezistence taktéasto
vyskytuje u pacierit scast&énymi zachvaty. Navzdory ztiaé klinické zavaznosti ne-
kontrolovanych zachvatu velkého mnoZzstvi pacieéntburé¢na podstata této farmako-
rezistence nadaleigtava nevysitlena. Dostupnost vzoiktkani epileptogennich lozi-
sek od paciefitpodstupujicich chirurgické zakroky u ohniskovygilepsii, gedevsim
u epilepsie temporalniho laloku (TLE — temporaldapilepsy), dovoluje odhali€kte-
ré mechanizmy skryvajici se za farmakorezisteratiniskovych epilepsii. Mechanizmy
zpasobujici farmakorezistenci wkterych forem generalizovanych epilepsiistavaji
nadale neobjagny (Remy a Beck, 2005).



2. Cil diplomove prace

Cilem této reSerSni diplomové préace je shrnoutasne poznatky o interakcich
klinicky vyznamnych antiepileptik s transportéry 8Bodiny. Zvlastni draz bude kla-
den gedevSim na Multidrug resistance-associated pr@&diMRP2) a jeho interakce a
ovlivnéni klinicky relevantnimi antiepileptiky.

Tato reSersni diplomova prace je &sti vyzkumného sénu skupiny PharmDr.
Petra Pavka, Ph.D., s cilem studovat interakcepitgptik s ABC transportéryippre-
dikci vyznamnostidchto transportér pri vzniku rezistentnich forem epilepsie. Informa-
ce obsazené v této diplomové praci by protdymprinést informace o aktualnim stavu
poznani na poli farmakorezistentni epilepsie a pznpd snerovani dalSich vyzkum-
nych aktivit této skupiny.

NejnowjSi wveédecké poznatky vdané problematice budou vyhledavan

v elektronickych databazich Medline a ScienceDirect



3. Obecnéadast

3.1 Uvod do mechanizmu farmakorezistence na b@étsné Grovni

V sowasnosti bylo identifikovano gkolik piedpokladanych neurobiologickych
mechanizmi odpowdnych za farmakorezistenci u epilepsie. Na pozolata &chto
mechanizmech dujicich &innost I&iv pasobicich na CNS (centralni nervovy systém)
byly zaloZeny d¥ hlavni teorie.

Za prvé, za pitomnosti adekvatnich, pkvé monitorovanych hladin & musi
tyto I&iva prostoupit hematoencefalickou bariérou (HEBAtiita AED v CNS je pak
uréena mnozstvim faktér zahrnujici fyzikalni vlastnosti jako lipofilit&teré ovliviuji
jejich distribuci do #iznych kompartmeitCNS. Prvnim z moznych scé&idro vys\t-
leni farmakorezistence ke byt nedosazeni dostatgch intraparenchymalnich hladin
AED navzdory jejich adekvatnim hladinam v séru. tbeienomeén prawpodobr na-
stava kwli zvySené expresi (a tedy aktigtmultidrug transportér, které omezuji upta-
ke AED do mozku a tedy kontroluji jejich intrapacbgmalni hladiny. Tato teorie byla
nazvana transportérova hypotéza farmakorezistence.

Po gestupu do parenchymu CNS se musivig navazat na jednu nebo vice cilo-
vych molekul, aby uplatnila §y Zddany dinek. Rezistence tize byt taktéZ zjsobena
zmenou jedné nebo vice cilovych molekul. Tytoény pak zfgsobuji zmensenidin-
nosti I&iva na danou cilovou strukturu. Tento koncept bgzvan hypotéza cilovych
struktur u farmakorezistence.

Tyto hypotézy se vzajemimevyliiuji a je mozny jejich vyskyt u jednoho pacien-
ta. Farmakorezistence u epilepsie je samjo® multifaktorialnim fenoménem
a z tohoto dvodu tyto d¥ teorie nemohou poskytnout Uplné vyseni jeji existence,

jsou vSak v sotasné dob nejakceptovat)Si a proto se o nich nyni zminim detgjin

3.1.1 Modifikace cilovych struktur praclea jako zaklad

farmakorezistence

Aby |éCivo prokazalo antiepileptickou aktivitu mustidkovat na jednu nebo vice
molekularnich cilovych struktur v mozku. Mezi tydtruktury pati iontové kanaly, re-
ceptory pro neurotransmitery a transportéry nebtabmtické enzymy &astnici se na
uvoliovani, zgtném vychytavani a metabolizmu neurotransnit®odle specifickych
cilovych struktur, na které jednotlivé AEGigobi, se mohou antiepileptika r@itlna



léCiva (Einkujici modulaci nagtim tizenych iontovych kanal(sodikové, vapnikoveé a
draslikové kanaly), zesilenim inhibice na synapéieikiad potenciaci inhibice zpro-
stredkované gama-aminomaselnou kyselinou — GABA) niebibici excitace na syna-
psich (Rogawski a Ldscher, 2004). Jednotlivéivi ¢asto misobi vice nez jednim
z tchto mechaniziin coz pravdpodobré vyswtluje Siroké spektrum jejich klinické
acinnosti (viz Tabulka 1). Tento koncept nicreéémebere v Gvahuidezité farmakolo-

gické a klinické rozdily mezi jednotlivymi AED, k& nemohou byt vystleny cist¢ na

zaklad mechanizm popsanych vyse.

Tabulka 1: Sowasna antiepileptika a cilové struktury:gs které pravépbodobr uplatiuji swij
terapeuticky dinek pi 1écbe epilepsie

Cilové struktAED Klinicky @éinek AED
Glutamatové  Parcialni Myoklonick&achvaty
Léciva Na" Kanaly C4&" Kanaly GABA systém receptory zachvaty zachvaty  bseacemi

Prevladajici @inek na naptim fizené iontové kanaly

Karbamazepin nht HVA + - -
Ethosuximid Hap? T-typ - - +
Lamotrigin Nat HVA + +
Oxkarbazepin nht HVA + -
Fenytoin iat Inap HVA + )
Pregabalin HVA{23) + -
Zonisamid at T-typ * *
Prevladajici dginek na mechanizmy zprgstikované GABA
Benzodiazepiny GABAR + + +
Tiagabin GABA-transportér
Vigabatrin GABA-T +
Koplexni @&inky
Felbamat Nat HVA GABAAR NMDA + - +
Gabapentin HVAJ25) GABA obratt +
Levetiracetam HVA + ? ?
Topiramat Hat Inap HVA GABAAR AMPA + + +
Fenobarbital HVA GABAR AMPA
Valproat at? INap T-typ? GABA obrat NMDA + + +

HVA - high voltage-activated (vysokoprahové kanaly)
GABAAR - GABA, receptor
Prevzato z Schmidt a Loscher, 2005

Mechanizmus fisobeni AED na molekularni drovni byl do¢ité miry zkouman
na normalni mozkové tkani, nebo na iontovych kafdkereceptorech systérm vitro.
Mnohé z &chto cilovych struktur jsou u epilepsie paa®né na molekularni drovni
(Remy a Beck, 2005).



3.1.1.1 Zmény v molekularnich cilovych strukturdch pro antiepileptika —

iontoveé kanaly

V néasledujiciasti se pokusim sténé sumarizovat poznané mechaniznigpbe-
ni AED na iontovych kanalech. Zg&hm se na objevujici se experimentalrikazy
podporujici teorii ztraty &inku AED u vybranych cilovych struktur a rozeberoleku-

larni podstatu farmakorezistence v souvislostnsaaymi kanaly.

Napétim Fizené Nd kanaly

Napstim #izené Na kanaly se vyskytuji u excitabilnich ktkna jsou cilovymi
strukturami pro mnohé AED prvni liniefiRlepolarizaci membrany se kanaly aktivuji a
vznika rychly ,grechodny” proud Naiontd (Inat, T = transient = fechodny) dovnit
builky odpowdny za rostouci fazi &kiho potencialu a vékterych buikach pomalu se
aktivujici ,trvaly” proud (hap P = persistent = trvaly). Oba tyto komponentyugio
Na’ ionti predstavuji hlavni cile pro mnohé AED prvni linigetnd karbamazepinu,
fenytoinu, lamotriginu a valproatu (Ragsdale a Avb9d98).

Hypotéza cilovych struktur je zaloZena hl&avra studiich &éinku AED karbama-
zepinu nanar v neuronech hipokampu. Primarni mechanizmus tohntepileptika je
dolkie prozkouman azda se, Ze &pa v jeho dinku na har, ktery Uzce souvisi
s vyvojem neuronalni aktivity u zachuatarbamazepin (stejntak fenytoin, lamotri-
gin nebo daldi AED dinkujici na N& kanaly) ma na tyto iontové kanalykolik vza-
jemns se dopiujicich efekdi. Za prvé, snizuje maximalni velikost proudu’ati. Za
druhé, posouva schopnost inaktivace kanal zavislosti na najti smrem
k hyperpolarizaci. Tento posun snizujéspupnost Nakanafi béhem akniho potencia-
lu a tim sniZuje excitabilitu biky. A za teti, zpomalujerecoveryze stavu inaktivace
kanah. Tento posledni mechanizmusie byt zvlast dulezity pro I&bu epilepsie, pro-
toze preferetné zpasobuje snizeni dostupnosti Neanafi béhem neuronalni aktivity
s vysokou frekvenci vybdj jaka se vyskytuje u zachwatRogawski a Léscher, 2004).

Nekolik linii diikazi nazn&uje, Ze sniZzenda efektivita inhibice Neanati mize
byt moZnym mechanismem farmakorezistenceslitarym AED. Za prvé, &inek kar-
bamazepinu na schopnosti inaktivace kawaCAl neuronech bylipchodr snizeny u
.Kindling”* modelu epilepsie. Na rozdil odahto skromnych a dasnych dinkd, u pi-
lokarpinového modelu epilepsie v hipokampalnich bkmvanych (dentate) zrnitych

buinkach a taktéz u epileptickych pacigmst epilepsii temporalniho laloku resistentni ke



karbamazepinu byla nalezena kompletni a dlouhdtivajrata blokujiciho efektu kar-
bamazepinu. Tato dramaticka ztrata hlavniho meehani&inku karbamazepinu se
v3ak neroz$ila na &inek jinych AED ovliviujicich Nd kanaly. Po pilokarpinem indu-
kovanémstatus epilepticusloSlo k redukci &inku fenytoinu, ne vSak k jeho uplné ztra-
t¢, zatimco dinky lamotriginu Zistaly kompletd neznénéné. Souhrné tyto vysledky
naznduji, Ze epileptogeneze agobuje znny ve vlastnostechydr, které se mohou lisit
v zavislosti na typu zkoumanych hikn (zoubkaté zrnité hiky, CA1 neurony) a
v zavislosti na zkoumaném modelu epilepsieédyv Inat pak mohou zfsobit drama-
tické zmény v citlivosti na gkteré, ne vSak vsechny, AED (Remy a Beck, 2005).

Jaky je vztah z#m v citlivosti k AED na molekuléarni drovni (Urovimdntovych
kanah) k farmakorezistenci pozorovaie viva? U pacieni s epilepsii seiprozdleni
do dvou skupin, jedni rezistentni ke karbamazepimsuha mensi skupina s epilepsii
citlivou ke karbamazepinu, zda, Ze vlastnagti se u obou skupin lisi. U prvni skupiny
byla dokazana ztrata blokadyt, podobr jako @i nalezech u pilokarpinového modelu
epilepsie. Na druhou stranu, pacienti citlivi kebkkanazepinu vykazovali potencialni
acinky latky na har, tedy citlivost ke karbamazepinu na Bémé arovni, zda se, korelu-
je sklinickou citlivosti k této latce. Tyto vysleg by meély byt interpretovany
s opatrnosti ze dvoutdodi. Za prvé, poet pacieni, u kterych mohla byt sesbirana
data z klinickych studii i studin vitro je dost limitovan, obzvl&3u skupiny responziv-
nich pacient (Remy a kol., 2003a). Za druhé, pacienti rezistelke karbamazepinu
jsou velmicasto rezistentni i k jinym antiepileptitdn (Kwan a Brodie, 2000),¢koliv
dostupna data nazigi, ze pozninéna citlivost Na kanafi nemusi nuté zodpovidat i
za pozmgnénou efektivitu &chto jinych AED (jako valproova kyselina nebo langih).
Tento objev miZze zndit, Ze rezistence k AED u paciéns epilepsii je komplexim fe-
noménem, ktery pra¥godobré zavisi na mnohych mechanizmech, nejenom n& zm
néch cilovych struktur.

Jaké mechanizmy mohoutgmbit znénénou senzitivitu Nakanat v epileptické
tkani? \EtSina mechanizinzapletenych do zém cilovych struktur pro AED jsou ztn
ny v transkripci podjednotek iontovych kahaZda se, ze zachvaty igobuji vysoko
koordinované zrny v transkripci wtitych skupin podjednotek iontovych kafal mo-
delové epilepsie potkéna taktéZz u lidskych epileptickych paci&n{Brooks-Kayal
a kol., 1998, 1999). Tato plasticita transkripcdukovana zachvaty se jevi bytzné

regulovana utznych tym neurori. Zmeny v transkripci s vysokou pravpodobnosti



ovlivauji jak hustotu iontovych kanél neuronélni membréntak i stechiometrii pod-
jednotek ve vicepodjednotkovych komplexech kandédnou z moznosti je, Ze skladba
podjednotek &chto kanal je zmenéna tak, Ze je zvySena exprese podjednotek nebo
kombinaci podjednotek necitlivych k AED. Byly popwany ¢etné zmdny v expresi
podjednotek Na kanafi u lidské i experimentalni epilepsie (Aronica a.k@003).
Kromé zmen hladin mRNA byl pozorovan i pozmény alternativni setih mRNA koé-
dujicich podjednotky formujici pory (Gastaldi a kdl997). SniZzena exprese padp
nych B-podjednotek kanélbyla nalezena ugkolika modeti epilepsie. Lucas a kol. ve
své nedavné studii (Lucas a kol., 2005) podtrhyemcialni vyznangl-podjednotek
pro vyvoj farmakorezistence. Byla v ni studovanamfakologie N& kanati obsahuji-
cich mutovanol-podjednotku pravipodobré zpisobujici generalizovanou epilepsii
s hde¢natymi zachvaty. Nakanaly obsahujici tutpl-podjednotku vykazovaly drama-
tickou a selektivni ztratu inhiémiho &inku AED fenytoinu. Tyto vysledky nazdaii,

Ze znény v druhotnych (accessory) podjednotkach mohoushyhymi kandidaty pro
dalSi vyzkum na molekularni trovni. Kr@nranskrignich znén mize zachvatova ak-
tivita vyvolat takécetné post-transté@mi modifikace proteith iontovych kanél, jako
pozmenény transport proteily fosforylaci nebo glykosylaci. Jedna studie ukazde
zvySena fosforylacey) proteinkinazou C ovliiuje odpo¥d’ na antiepileptikum topi-
ramat (Curia, 2004). Je docela mozne, Ze ijindtraoskrigni modifikace proteit

iontovych kanal vyvolané zachvaty mohou hluboko ovlivnit jejichiligiost k I&ivam.

Jiné typy napétim ¥izenych kanali

Jiné typy nagtim fizenych kandl predstavuji také cilové struktury pragmbeni
léciv ze skupiny antiepileptik. V mnohychipadech byly popsanyiinky AED na spe-
cifické podjednotky iontovych kanglnebo iontové kanaly v nativnich neuronech nebo
systémeclin vitro.

C&* kanaly mohou byt rozteny do dvou skupin: kanaly s vysokym prahem a
skupina nizkoprahovych (téz zvanych T-typ)iddy AED se zjistilo, Ze inhibuji vyso-
koprahové C& kanaly v nativnich neuronech ve vysokych terapkyith koncentra-
cich (Stefani a kol., 1997). U AED gabapentinu kgjisttno, Ze vykazuje silné a speci-
fické schopnosti vazat se k druhotné podjednotcedchto kanal. Byla navrzena mys-
lenka, Ze tento efekt zodpovida za inhibici pregpyiciych vysokoprahovych kanal

gabapentinem, coz épobuje snizeni uvibvani neurotransmitérdo synaptické st-
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biny. Nekteré AED potenciakiinhibuji nizkoprahové Gakanaly T-typu, které se na-
chazeji na postsynaptické memhrabicinky AED na ti podjednotky C& kanafi T-
typuin vitro a taktéz v nativnich neuronech js@amorodé. Kanaly T-typu jsou kriticky
dulezité pro kontrolovani vzruSivosti postsynaptiokékompartmentu neurdn

v zdravych i epileptickych neuronech. Nigad v CA1 neuronech hipokampu epilep-
tickych zviat mizeme nalézt vyboje odchylné od normalu, které mamoestedkovany
zvySenou expresi Gakanali T-typu. Dale, kanaly T-typu v thalamickych neurohe
byly zapleteny do vzniku vybbju epilepsie s absencemi. Naslede zda, Ze inhibice
z&chvatovitych vybdj v thalamickych neuronechippiva k antiepileptickym dinkam
antiabsence AED. Doposud je neznamé, zda dochaaind@ citlivosti presynaptic-
kych i postsynaptickych Gakanafi k AED bshem epileptogeneze. TotéZ plati pro jiné
napstim fizené iontové kanaly jako nidklad K™ kanaly (Remy a Beck, 2005).

H-proudy (k) jsou smiSené kationické proudy, které jsou akiwy hyperpolari-
zaci a deaktivovany néslednou repolarizaci membn&oayonu. 4 maji mnozstvi funk-
ci, kugikladu, zprosedkovavaiji jisté formy pacemaker aktivity v srdanazku, regu-
luji resistenci membran a integraci dendidt stabilizuji hladinu klidového potencialu.
Zajimavou charakteristikouy lje fakt, Ze tyto kanaly jsou lokalizovanyepazr
v dendritech neuranne v jejich &ech. Zajimavym faktem je, Ze dendritické H-proudy
jsou &inn¢ zesilené pomoci AED lamotriginu a gabapentifikkfinicky vyznamnych
koncentracich, coz ma za nasledglkprostedkovany inhibini (iinek na vyboje ai
nich potencidl tim, Ze je selektivh snizena vzruSivost apikalnich dendlriByly po-
psany zminy v |y specifické pro uiité typy burgk u miznych model epilepsie, které by
mohly byt podstatou ztraty hlavniho cilového migteku pro rekteré AED (kupikla-
du lamotrigin) v uéitych oblastech mozku (viziphledovyclanek Remy a Beck, 2005).

3.1.1.2 Systémy neurotransmise: GABA

Kromé nagtim fizenych iontovych kanélexistuji dalSi cilové struktury pro an-
tiepileptika, které mohou byt pozmény u farmakorezistentni epilepsie. Inhibice zpro-
stredkovana neurotransmiterem GABAefstavuje tlezity cil pisobeni AED (Roga-
wski a Loscher, 2004).

GABA je hlavnim inhibénim neurotransmiterem v dagem lidském mozku a
hraje rozhoduijici roli v regulaci excitability newmalnich siti (Mody a Pearce, 2004).

Kdyz se molekula GABA navaze na ionotropni GABAeagior, dojde k oteeni poru
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receptoru, ktery je propustny pro @l do jisté miry rowZ pro HCQ'. V pfitomnosti
normalniho transmembranového gradientuditt dochazi ke vzniku inhibniho post-
synaptického proudu, ktery hyperpolarizuje postpyigiou membranu neuronu &&i-
na rychlé inhibini neurotransmise v mozku je zptestkovana GABA receptory typu
A (GABA,) aprae zmeny ve funkci GABA, receptoli pravdEpodobr hraji roli

v patologii rekterych psychiatrickych onemogmi jako jsou epilepsie, Uzkost, Alzhei-
mrova nemoc a schizofrenie.

V CNS bylo nalezeno enormni mnozstvi poddr@ABA receptoi, které od-
povida faktu, ze v kazdém receptoru jséitgmny minimali téi podjednotky (nejas-
t&ji alfa, beta a gama), které jsou odvozené z jedasmi strukturalé a geneticky od-
lisSnych rodin (Sperk a kol., 2004).aBé podtypy GABA receptoii se vzajema liSi
kinetikou jejich kanal, afinitou ke GABA, mirou snizeni citlivosti kd&um, umisg-
nim v ramci biky, distribuci v rdmci organizmu a farmakologii. jREsgjSim podty-
pem GABA, receptoil je receptor tvieny podjednotkami alfa 1, beta 2 a gama 2. £rav
tento podtyp receptdrdo zn&né miry zprosedkovava antikonvulzni (protigcovy)
ucinek benzodiazepin

Latky, které pimo ovliviiuji GABAA receptory, zahrnuji jiz zmované benzodia-
zepiny a barbituraty. Benzodiazepiny zvysuji afiniteceptorovych kompléx ke
GABA a mohou zesilit jejich vodivost pro ‘Gllosterickou modulaci. Latky které in-
teraguji s GABA systémem niémym zpisobem ovliviuji metabolizmus a zachazeni
s GABA uvolrenou ze synapsi. Vigabatrin (gama-vinyl GABA) je lagem GABA,

v mozku, GABA transaminazu. Nasledkem aplikace aganu tedy dochazi k velkym
vzrastim hladin GABA v mozku. AED tiagabin inhibuje tramsper GABA s velkou
afinitou (GAT1), ktery za normalnich okolnosti ukafe synaptickou aktivitu GABA
rychlym zgitnym uptake(Remy a Beck, 2005). Doposud ziskané fakta naghae u
chronické experimentalni epilepsie neni péa#na ani efektivitauptake GABA, ani
citlivost transportér k tiagabinu (Frahm a kol.,2003). Mezi latk§inkujici skrz GABA
receptory pat také antiepileptika, u kterych byly jako cilovéuktury popsany taky
iontové kanaly (viz Tabulka 1).

Mnohé studie ukazaly, Ze epilepsie (klinicka i expentalni) je spojena se Zm
nami exprese podjednotek GARAeceptoli a Ze tyto zrény koreluji s modifikacemi

funkce a farmakologie receptofCoulter, 2001). Kombinované molekularni a fémik
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studie naznauji, Ze u epileptickych zvat dochazi ke zvratu v sklaghlfa podjednotek
zpisobenému zemou Vv transkripci. Konkréthjde o pokles mnozstwi; podjednotek a
zvySeni potu o4 podjednotek. Tyto zemy zpisobuji ztratu citlivosti receptor
k benzodiazepiim a rekterym jejich agonisim. U agonisi GABAAa receptoi byl po-
psan pokles aktivityéthto latek u chronického modelu epilepsie. U pilpkaového
modelu epilepsie vykazuji GABAreceptory zoubkatych (dentate) BkrsniZzenou cit-
livost viici latkam, jako zolpidem,sobicim na benzodiazepinovém vazebnémeéniist
GABA receptoru. Nejen zény v alfa podjednotce, ale jakékoliv 2ny v slozeni pod-
jednotek GABA,\ receptoit mohou mit dramatickéugledky pro dinnost antiepileptic-
kého misobeni benzodiazeginale ijinych AED @inkujicich skrze GABA receptor
(Schmidt a Loscher, 2005).

3.1.1.3 Systémy neurotransmise: glutamat

Navzdory nepochybnéitkzitosti pozménéné excit&ni neurotransmise zpraet-
kované glutamatem u chronické experimentalni &éd=pilepsie, bylo dosud vyvinuto
jenom méalo substanci pro klinické uZziti, kter&nluji skrze tento systém. Felbamat
vykazuje komplexni &inky na NMDA (N-methyl-D-aspartat) receptor, zeriteh ne-
které mohou byt zprasdkovany skrz modutai glycinové vazebni misto. Wekterych
acinka felbaméatu bylo prokazano jejich ovligmi slozeni podjednotek NMDA recepto-
ru. Zridkavymi jsou i AED dinkujici na AMPA @-amino-3-hydroxy-5-methyl-
izoxazol propionova kyselina) receptoryekieré &inné latky momentatav klinickych
zkouSenich vykazuji inhibici AMPA receptorU topiramatu bylo tak dokazano, Ze
redukuje exciténi synapticky penos diky inhibici AMPA receptér Pri budoucim vy-
voji substanci &inkujicich na glutamatové receptory b¢lmbyt vzata v Gvahu pozm
néna burcna expresesthto receptar u epilepsie (viz fehledovyclanek Remy a Beck,
2005).

3.1.2 Modifikace transportérjako zaklad farmakorezistence

Aby mohla hypotéza cilovych struktufgaistavovat potencialni zaklad pro racio-
nalni strategii vyvoje novych ¢&, musi byt vyeSené mnohé nesrovnalosti. Dale, fakt,
Ze \®tSina paciernit resistentnich k ¢ jednim AED neodpovida nacléu Sirokou pale-
tou jinych AED s odliSnymi mechanizmycibku napovida, Ze k farmakorezistenci

k antiepileptiKim musi gispivat i jiny, még specificky mechanizmus. V tomto ohledu
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je pogedni hypotézou hypotéza efluxnich transpért&tera byla poprvé zkoumana u
rakoviny rezistentni k chemoterapetitik. V sowasnosti pitahuje rostouci zajem jako
mozné vysv¥tleni farmakorezistence u epilepsie mechanizmerokea prostupu AED
do mozku (Ldscher, 2002).

3.1.2.1 Hematoencefalickd a hematolikvorova bariéra multidrug transpor-
téry

Aby mohla I€iva vstoupit do mozku, musi projitgs hematoencefalickou bariéru
(HEB) nebo bariéru mezi krvi a cerebrospinalni telau — likvorem (hematolikvoro-
vou bariéru — HLB). Tyto fyziologické bariérygdstavuji specifické uspadani kapilar
a epitelii a jejich hlavni funkci je regulacaeptupu endogennich latek do CNS
a zachovani stalého vimiho prostedi v mozku. Saotasré je omezeny i prostup xeno-
biotik (Betz a kol., 1994).

Na rozdil od endotelovych bék vjinych tkanich, ty které se nachazi
v kapilarach mozku a t¥bHEB jsou spojeny pomoeaionulae occludentdéight juncti-
ons— t&sné spoje), které prakticky vyluji paracelularni transport latek, chybi jim in-
tercelularni péry nebo fenestrace a maji relatimadostatek pinocytickych vesikul.
Charakteristicka stavba endotelu kapilar v mozkuzanéasledek, Ze se tato vrstva bu-
nék chova jako souvisla fosfolipidova membrana, ktéoazn&né miry omezuje pro-
stup hydrofilnich, polarnich a velkych st@min a slogenin vazanych na bilkoviny,
zatimco nepolarni latky, vysoce rozpustné v lipid€ako &tSina AED), prostupuji
HEB lehce pasivni difuzi. Endotel kapilér je obldog extracelularni matrix obsahujici
kolagen neboli bazalni membranou, kterd je obklapalastm vybszka perivaskular-
nich astrocyt, které velmi &sne priléhaji k endoteliim mozkovych kapilar i k sbha-
vzajem. Tyto vybzky pravépodobré také gispivaji k funkci HEB (Obr. 1) (Betz
a kol., 1994; Loéscher a Potschka, 2002).
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Obr. 1: Transportérova hypotéza multidrug rezistenc e.

A. Normal expression B. Overexpression of multidrug
of multidrug transporters transporters after seizures

Extracellular space Extracellular space

Expression:

In endothelial cells 4 Drug uptake ¥

In perivascular astrocytes 4 _] Drug extrusion 4
In parenchymal astrocytes &= protection from
In neurons A apoptosis?

Drug penetration
-

A: Schematické zobrazeni endotelovédibyumozkové kapilary, ktera t¥oHEB a role multidrug trans-
portéf v transportu [&v pres HEB. Lipofilni I€iva (wtSina AED) lehce penetrujiips HEB jednodu-
chou difuzi (peruSované Sipky). Jako aktivni ochranny mechanizr&B transportuji multidrug trans-
portéry (mdt), lokalizovany na apikalni stéaendotelovych butk, lipofilni latky smérem ven z bugk
zpét do krevniho okhu. Tim limituji jejich penetraci do mozkového packymu.

B: V epileptogenni mozkové tkani dochazi k zvySenprege multidrug transportérv endotelovych
buikach kapilar a astrocytech kolem kapil@fevzato ze Schmidt a Léscher, 2005

Co se tge HLB, aby mohlo [&vo vniknout do cerebrospinélni tekutiny, musi
projit skrzplexus choroideusV plexu choroidetse bariéra pro prostup latek nachazi na
arovni epitelovych bugk lemujicich endotel kapilér, ktery je fenestrovaRya¢ buiky
této epitelové vrstvy jsou spojenéep tsné spoje a tedy brani prostupu molekul roz-
pustnych ve vo#l(Loscher a Potschka, 2002).

Obecr, jak jiz byloieceno, diky #&mto bariérdm do mozku pronikaji molekuly li-
pofilngjSi, jelikoZz membranova permeabilita je z velkésti gedukena fyzikalg-
chemickymi vlastnostmi latek, nicm&mu mnohych molekul rozpustnych v lipidech,
mezi nimi mnoho terapeutickyiinnych latek, by sedkavala mnohem vyssi prostup-
nost do mozku na z&klagejich vysoke lipofility nez byvé zjigha. Tyto molekuly jsou
substraty pro efluxni transportéry exprimované \BH&EHLB a velmi efektiva jsou
témito transportéry odstiimvany z CNS atedy dochazi k omezeni jejigitake do
mozku (Begley, 2004). Klinicky a toxikologicky vyam efluxnich transportérspaiva
Vv jejich zn&ném podilu na distribuci a eliminaci¢lé a xenobiotik obeaf ¢ili ovliv-
néni jejich &innosti a toxicity v CNS. SniZeni penetracéivédo mozku pedstavuje

zavaznou fekazku pro farmakoterapii obzvI&si piipact zvySené exprese multidrug
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transportér amiZze vést kfenoménu farmakorezistence, jakou jiz nmna
u chemoterapie rakoviny (Begley, 2004). N¢§¥ a nejvyznam#Si rodinou transporté-

ra exprimovanych v HEB je nadrodina ABC (ATP-bindicessette) transporter

3.1.2.2 ABC transportéry

V rozsahlé roditd ABC transportér je v sodasné dob zaazeno gkolik desitek
(az >100) transportnich protéimachazejicich se ve vSech druzich orgafiz@®eny
pro tyto transportéry jsou klasifikovanych do segmdskupin — ABCA az ABCG. By-
lo identifikovano 48 gein lidskych ABC transportér 22 z nich je spojovano
s fyziologickymi nebo patologickymi funkcemi (Dearkol., 2001, Lazarowski a kol.,
2007). ABC transportéry jsou povazovany za primaramnsportéry, které energii pro
transport ziské&vaji hydrolyzou molekul ATP, kteséy v molekulach transportéva-
zany na vysoce konzervativni domény specifickétpto skupinu. étSina transportér
obsahuje d& transmembranové (TM) domény advazebné domény pro nukleotidy
(NBDs — nucleotide-binding domains) (Stefakova b,k2004). Intracelularni NBD
obsahuji charakteristické motivy — walker A a Bekwence aminokyselin, které obsa-
huji vSechny ATP-vazici proteiny. Dale obsahujikealC motiv — vysoce konzervativ-
ni aminokyselinovou sekvenci charakteristickou pBC transportéry. TM domény se
skladaji z 6-11a-helixi prostupujicich membranou a jsou odgaivé za substratovou
specifitu transportéc ABC geny jsou organizovany #to jako kompletni transportéry
obsahujici d¥ TM domény a d¥ NBD, nebo jako polo¥ni transportéry, které pak
musi vytvdit homodiméry nebo heterodiméry, aby vznikl fank transportér. Tyto
geny jsou dleny do podrodin na zaklagpodobnosti v genové struke) pdadi domén
a na zaklad homologie sekvenci aminokyselin v TM a NBD domén&BC pumpy
transportuji substratyétsSinou jednim sgrem. (Hyde a kol., 1990; Dean a kol., 2001).
Podle sniru transmembranového transportu jsou ABC transpofézeny mezi ,eflux”
transportérygily ty, které vypuzuji substraty z blkly ven proti jejich koncentiamimu
gradientu.

Velkacast sodasnych znalosti o efluxnich transportérech je zaza vyzkumu
P-glykoproteinu (P-gp/MDR1) — kédovany genem ABCRfiery byl prvnim objeve-
nym transportérem schopnym transmembranovébogsu léiv a xenobiotik (Juliano
a Ling, 1976). Objev a vyzkum tohoto proteinu jejep s fenoménem tzmnohaetné

rezistencgmultidrug resistance- MDR), ktery byl prvi popsan v rakovinovych i
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kach, kde biikky exprimujici pré¢ ABC transportéry nereaguji nackdl cytostatiky,
protoze tyto penaSée aktivré vylucuji cytostatika z biky a brani jim tak v dosazeni
mista @inku (Fuksa a kol., 2006). DalSi skupinotepaseén ze skupiny ABC transpor-
téni jsou tzv.multidrug-resistance-associated proteiMRPs 1-7) z podrodiny ABCC,
které se chovaji jako transportéry anipale mohou transportovat i neutralni organické
sloweniny, a na felomu tisicileti objevenyreast cancer resistant proteifBCRP)

z podrodiny ABCG.

Pro &tSinu transportér byly identifikovany endogenni substraty a navrzgiza
ologicka funkceRada z nich satasré transportuje mnohé exogenni substraty na zékla-
dé podobnosti s endogennimi. Substraty pro tytenpSée tvai fosfolipidy, peptidy,
steroidy, polysacharidy, aminokyseliny, nukleotigyganické aniony, téva, toxiny
a jejich odpovidajici metabolity, resp. konjuga®pektra substratse casto mezi iz-
nymi transportéry fekryvaji a nize dochézet k sotiti substrai o jednotlivé transpor-
téry (Fuksa a kol., 2006). Dlouh& neschopnost hadémzeny endogenni substrat pro
P-gp a usgsné vytvdeni zivotaschopnych ,knockoutovanych” mysich kinpostrada-
jicich funkeni P-gp vedly k pochopenitgrstavy o funkci P-gp jako detoxifikaiho
transportéru, jehoz hlavni Ulohou je eliminace fiipich latek z €la. Podoba i dalSi
transportéry ze skupiny MRRgnaseéi jsou dnes povazovany za transportéry podilejici
se na ochrahorganizmu a eliminaci toxickych latek a na omezej¢h vstupu do or-
ganizmu, i kdyZ pro & byly objeveny jako firozené substraty kifkladu konjugaty
endogennich steraidMizuno a kol., 2003; Schinkel a Jonker, 2003).

3.1.2.3 Modifikace ABC transportémni jako zaklad farmakorezistence

u epilepsie

Jak jiz bylo zmigno, jeden ze dvou hlavnich konceptrro vyswtleni farmakore-
zistence (hypotéza multidrug transpaoijémluvi o tom, Ze zvySena exprese nebo funk-
ce proteiti efluxnich transportérsniZzuje efektivni koncentrace AED u jejich cilotyc
struktur. Tato hypotéza je zaloZzena na dvou roydiinale Gzce souvisejicicligupo-
kladech. Za prvé ser@dpoklada, Ze zvySena exprese efluxnich transgos@éunvisi
s farmakorezistenci u epilepsie a za druhé, Zeemitgptika jsou substraty pro tyto
transportéry, jinak by zvySena exprese transportd@mela Zadny klinicky vyznam
(Kwan a Brodie, 2005).
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Pozménéna exprese a funkce ABC transportéil ve farmakorezistenci u epilepsie

Dtkazy pro podpteni prvniho pedpokladu (Ze zvySena exprese transpidrtér
souvisi s farmakorezistenci) pochazeji htazn,epileptické” mozkové tkanodebrané
béhem chirurgickych zakrakna pacientech s farmakorezistentni epilepsiirpnétace
nélezi z €chto chirurgickych studii iZe byt komplikovana nedostatkem ,normalni*
kontrolni tkar pro porovnéni. Z mnozstvi efluxnich transpartédského mozku byly
zkoumany hlavéa P-gp a MPR transportéry (Kwan a Brodie, 2005).

Tishler a kol. jako prvni zjistili vyraznou zvySamexpresi MDR1 genu, ktery ko-
duje transportni protein P-gp, v mozkétsiny pacieni s farmakorezistentni parcialni
epilepsii (hlava TLE). Hladiny mRNA MDR1 genu byly stanoveny metad@T-PCR
(reverse transcription — polymerase chain reactaa9rky byly ziskany od paciant
ktefi podstoupili chirurgicky zakrok a byly porovnanykaentrolnimi. Imunohistoche-
mickymi metodami byla prokazana také zvySenditomnost P-gp protein
v endotelovych bikdch mozkovych kapilar, které ttioHEB, a v astrocytech, které
prispivaji k funkci HEB. Tato vyzkumna skupina tedyhwednotila, Ze P-gp fize se-
hravat z klinického hlediskadtezitou roli limitovanim pistupu AED do mozkového
parenchymu atedy, Ze zvySena exprese MDRiZenyrispivat ke vzniku rezistence
u epilepsie (Tishler a kol., 1995). DalSi vyzkunsk&piny prokazaly zvySenou expresi
raiznych MPR (ale ne BCRP) v tk&ch kapilar a/nebo astro@ytarmakorezistentnich
pacienti (Tabulka 2). V gkterych z &chto studii se exprese transpoifitérastrocytech
jevila byt zvySen& hlawn kolem kapilar (v perivaskularnich wgikcich astrocyt)
(Loscher a Potschka, 2005). Sisodiya a kékdpzili mySlenku, Zze zvySena exprese
efluxnich transportérsniZuje extracelularni koncentrace AED v blizkegtileptickych
patologickych lozZisek (vychytavanim AED z extrad&tnich prostor do endotelovych
burgk po koncentrénim spadu a naslednim pumpovanim zékuto krevniho okhu)

a timto @la epilepsii zfisobenoudmito patologickymi nalezy rezistentni k& (Siso-
diya a kol., 2002). U zecich model epilepsie byla porovnana exprese efluxnich
transportér u farmakorezistentnich potka potkari odpovidajicich na bu. Farma-
korezistentni zwata vykazovala vyraznvyssi expresi P-gp v endotelovychnkach
epileptickych loZisek (Potschka a kol., 2004})il€¥itou otdzkou je, jestli zvySen& ex-
prese ABC transportérv epileptickém mozku paciants farmakorezistentni epilepsii
a u zvfecich moddi opravdu snizujaiptake AED do mozku. Rizzi a kol. ukazali, Ze
znany nafst vhladinach MDR1 mMRNA #tenych pomoci metody PT-PCR
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v hipokampu mySi s TLE byl po indukovanych zacheltspojen s 30% sniZenim po-
méru obsahu fenytoinu v mozku : plasniimto dokézali, Ze modifikace P-gp ovliyji
koncentrace AED v mozku (Rizzi a kol., 2002).

Tabulka 2: ZvySena exprese multidrug transpotiérepileptické mozkoveé tkani

ZvySend exprese multidrug transpaitér

Multidrug transportér Epileptogenni Endotelovych

(protein a/nebo gen) mozkova itka buikach kapilar Astrocytech Neuronech

P-glykoprotein (MDR1) Pacieft + + +
Potkarn (kainate) + + +
Potkar (pilocarpine) ? + +
Potkart (kindling) + ? ?

MRP1 Pacierit - + +

MRP2 Pacierit + +

MRP3 Pacierit - ? ’

MRP5 Pacierit + ? ?

BCRP Pacierit

Pievzato z Schmidt a Loscher, 2005

Krome zvySené exprese efluxnich transpartéiHEB mnohé studie dokazuji zvy-
Seni exprese P-gp a MPR i v jinychnkach nez &ch, které jsou satasti HEB (nafi-
klad neuronech). ZvySena exprese P-gp v neurongahohla ovliviovat antiepileptika
pusobici na nitrobutné cilové struktury limitovanim penetragetto I&iv do neuro-
na (Volk a kol., 2004).

Kdyz se rozebiraji mozné ulohy transpaitérfarmakorezistence, jai@zité po-
soudit orientaci molekul transportéy burgéné membra# (apikalni vs. bazolateralni).
Funkce snizovaniptakelétiv do mozku niize byt ipsana pouze transporién obra-
cenym do lumen kapilar (Schinkel a Jonker, 20031 &kol., 2003). Mezi transporteéry,
u kterych byla prokdzana zvySena exprese vV epitepto tkani pacieit
s farmakorezistentni epilepsii, P-gp &Sina MRP (MRP1, MRP2 a MRP4) jsou ex-
primovany na apikalni (luminalni) straendetolovych butk mozkovych kapilar, coz

je ta spravna pozice, aby mohly efluxni transpgrigkonavat svou funkci (Obr. 2).
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Obr. 2: ABC transportéry hematoencefalické bariéry
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Lokalizace vybranych efluxnich transpoftév endotelovych bikdch kapilar mozku tudcich HEB.
Jenom transportéry exprimované na apikalni (lumij&trar endotelu mozkovych kapilar jsou v pozici
branit vstupu xenobiotik do mozkiaevzato z Schinkel a Jonker, 2003

ProtoZe pacienti rezistentni Kb& vykazuji stejné vedlejSi neurotoxickéinky
pii podavani AED jako pacienti, Kiejsou dolle kompenzovani antiepileptiky, vyskyt
zvySené exprese efluxnich transpartéyva pravdpodobr omezen na epileptické
oblasti mozku (Tabulka 3). V jedné studii byla zeya exprese P-gp a MRP1 nalezena
v epileptické tkani, ne vSak ve vzorcich tkdatilehlych oblasti u stejného pacienta (Si-

sodiya a kol., 2002).
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Tabulka 3: ZvySena exprese efluxnich transpattedidskych patologickych
stavi u epilepsie stanovena pomoci imunochemickych metod

Typ buiky
Patologicky 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
Prevzato z Kwan a Brodie, 2005

Dulezitou otewvenou otazkoustava, zda je zvySena exprese P-gp a MPR v tkani
epileptického mozku u pacients farmakorezistentni epilepsii vlastni (konstitoj
intrinsic), nebo ziskana — indukovana (acquiredhautitou roli sehravaji oba mecha-
nizmy. Konstitutivni zvySena exprese transpdrtgdy se mohla objevovat jako vysledek
genetické predispozice nebo jako exprese vlastmdjvyrcitych typa patologickych
lézi. V tomto pipadt se u pacienta farmakorezistence objevdgenovoa epileptické
z&chvaty jsou nekontrolovatelné jiz odatku. DalSi zmi#gnou moznosti je, Ze zvySena
exprese transportigfje ziskana, kufkladu jako nasledek samotné epilepsie, nekontro-
lovanych zachvdt chronické léby antiepileptiky nebo jako nasledek kombinagsto
faktori (Kwan a Brodie, 2005; Loscher a Potschka, 2005).

Krome vlastni a ziskané zvySené exprese transgovtétEB u epileptickych pa-
cienti mohou hrat uitou roli u farmakorezistence i polymorfizmy traosge (Kerb
a kol., 2001; Siddiqui a kol., 2003). Jélekité poznamenat, Ze genovy polymorfizmus
relevantni pro farmakorezistenci seiza vyskytnout jak v oblastech promdiétak
v intronech a exonech. Genové polymorfizmy v kdadeta Usecich génmaji za nasle-
dek rozdily ve stavbproteini iontovych kanal a transportér, které pedchazi nastupu

epilepsie. Polymorfizmy v oblasti promoierkteré ovliviuji transkripci gefi, mohou
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ovlivnit regulaci transkripcesthto geii zachvaty. Toto poskytuje mozny mechanizmus
ziskani farmakorezistentniho fenotypshbm epileptogeneze u farmakorezistentnich,
jako opak k farmakoresponzivnim paciant (Remy a Beck, 2005). Dale, zvySena ex-
prese i polymorfizmy transportéi pacieni s farmakorezistentni epilepsii nemusi byt
nutné omezené na vyskyt v mozkové tkani. Mohou se objavov jinych tkanich, jako
nagiklad v tenkém s$ew, kde P-gp prawpodobré vytvari bariéru pro vstup tév

z intestinalniho lumen do krevnihodlu a tim ovliviuje jejich biologickou dostupnost
(Fromm, 2000). Po této strance je zajimavé, Ze roazski a kol. zjistili u pacienta

s farmakorezistentni epilepsii spojenou se zvySexquesi MDR1 fetrvavajici subte-
rapeutické hladiny AED v plasir(véetrg fenytoinu a fenobarbitalu) navzdory agresiv-

nimu a nefetrzittmu podavani AED (Lazarowski a kol., 1999).

Jsou antiepileptika substraty ABC transporténi?

Se Zetelem na objevujici seidazy, Ze efluxni transportéry jsou ve zvySen&emi
exprimovany v tkani epileptického mozku, hlava buikach gispivajicich k funkci
HEB, je z klinického hlediska velmiatezité vyhodnotit jestli jsou AED substratch-
to transportér. Az pak by mohla zvySena exprese P-gp nebo MPECKyi prispét
k rozvoji farmakorezistence u epilepsie (Loschd?osschka, 2005). Existuje mnoho
raznych latek, vetre mnoha lipofilnich Iéiv, které jsou substraty pro P-gp nebo MPR
nebo oboje, proto nenirgkvapujici, Ze AED, které byly syntetizovany jaloofilni,
aby mohly proniknout do mozku, jsou prapddobré substraty efluxnich transporér
v HEB (Schmidt a Léscher, 2005).

Za pouziti mikrodialyzénich sond v obou hemisférach mozku potkarjednoho
ze zvtecich model epilepsie a za pouziti lokalni inhibice (pomodiibitoru verapami-
lu) efluxnich transportérv jedné z hemisfér bylo demonstrovano, Z&olik AED,
véetrg feyntoinu, fenobarbitalu, karbamazepinu, lamotrngia felbamatu fiedstavuje
substraty pro P-gp nebo MPR nebo oba druhy tratépdi.6scher a Potschka, 2002).
V podobném modelu za pouziti MRP inhibitoru prolzde stejna skupina naslald-
zy, ze fenytoin a karbamazepin jsou substraty pPMransportéry (Tabulka 4). Za
pouziti mySi s chyyicim MRP2 transportérem byla provedena studie vaiigi se
raiznymi antiepileptiky jako moznymi substraty pro teenransportér (Potschka a kol.,
2003a; Potschka a kol., 2003b). U fenytoinu byl&ad@no, Ze potkani s chyjicim

MRP2 v HEB vykazuji zvySenygptakefenytoinu do mozku. Toto zvySeni je spojovano
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s vyrazgjSim protikecovym &inkem v porovnani s kontrolou (2ata s MRP2 trans-
portérem). Pro potvrzeni a lepSi charakterizagrakci AED s ABC transportérin

vitro byly pouzity izné burcné linie obsahujici lidské nebo &€i ABC transportéry.
Stejna skupina také prokazala, Ze dlouhodobé poddABD jako fenobarbital nebo

fenytoin u potkaf nevyvolava zvysenou expresi P-gp.

Tabulka 4: Aktivni transport AED zpro&dkovany
multidrug transportéry v mozku

Multidrug tisportéry v mozku

Antiepileptikum P-glykoprotein MRPs Jiné
Fenytoin + + ?
Karbamazepin + + ?
Valproat ? + +
Fenobarbital + - ?
Felbamat + - ?
Lamotrigin + - ?
Gabapentin + ? +
Topiramat + ? ?
Levetiracetam - - ?

Pirevzato z Schmidt a Loscher, 2005

Jak jiz bylo zmigno a podloZeno studiemi, pozn¢na exprese ABC transportér
v HEB miZze omezovat penetracianych lipofilnich latek, ¥etné mnohych klinicky
duleZitych latek do mozku. Omezeni penetrace se stévéhem vyrazgjSi u staw
onemocgni jako epilepsie, kdy je exprese transpdrtévySenda. Proto inhibice ABC
transporték nebo jejich obejiti mize byt pouZzito pro zvySeniptakelétiv do mozku
(Begley, 2004). Tato strategie zvySeni penetratie lo mozku by mohlaiedstavovat
novy terapeuticky fistup k odvraceni farmakorezistence u nemoci CK& j@ epilep-
sie (Ldscher a Potschka, 2002). U jakékoliv modrifankce transportérje ale pateba
zvazit mozna rizika takovéto modulace. Jak ukaealyerimenty s ,knockoutovanymi*
mysSmi, I&€iva, ktera jsou za normalnich okolnosti #w®bsnasSena, se mohou
v negitomnosti ABC transportér v HEB stat neurotoxickymi (Schinkel a Jonker,
2003). Dale sefedpoklada, ze efluxni transportéry jako P-gp sedjrayiné fyziolo-
gické ulohy nez ochrana btk pied potencialé toxickymi xenobiotiky. Je @ezité

zminit, Ze probenecidu a verapamilu, jako inhiliitorABC transportér, chybi substra-
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tova specifita a krotnABC inhibuiji i jiné efluxni transportéry (Taylo2002). Proto by
pro vyzkum vlastnosti AED jako substtgpro ABC transportéry sty byt pouzivané

i~ s

Nedostatky transportérové hypotézy

Stejre jako u hypotézy cilovych struktur, pro vys$leni farmakorezistence
u epilepsie pomoci zkoumani efluxnich transparjértreba vyesit rekolik otewwenych
otazek. Za prvé, mnoho zprav tykajicich se trarisppvé hypotézy souvisi jedna
s druhou, ale g@ad chybi peswdcivé dikazy principu této hypotézy.

Za druhé, ne vSechny AED jsou substraty pro eflusarisportéry jako P-gp. Jak
jiz bylo zmirgno, levetiracetam (LEV) pra¥godobré neni transportovan P-gp ani
MRP v HEB. LEV byl také jedinym AED stgjnicinnym u ,kindled" potkaih (potkani
s epilepsii vyvolanou elektrickou stimulaci mozlagpovidajicich na terapii fenytoi-
nem (PHE) jako i uéth resistentnich k terapii (Léscher, 2002). Navgdomu, pacien-
ti rezistentni k I8b¢ hlavnimi antiepileptikytasto neodpovidaji ani natlgu levetirace-
tamem. Z&chto za¥ra vyplyva, Ze transportérova hypotéza tigm byt aplnym vy-
swtlenim farmakorezistence k AED. Déale, u mnohychegieptik (valproat, oxkarba-
zepin, zonisamid, ethosuximid, benzodiazepiny, égan a tiagabin) stale neni znamo
jestli viilbec jsou substraty efluxnich transpaitévimoto u W¥tSiny AED, které byly
potvrzeny jako substraty pro efluxni transporténysi byt tento transport prokazan
pomoci fiznych experimentalnich technik, aby nedoslo k ziklutabilnich dat. Také
musi byt vzata v Gvahu davka testovanéhtivé sila vazby l&va k transportéru
a jestli jde o tka s ,normalni“ nebo zvySenou expresi transpdar{@&chmidt a Loscher,
2005).

Za ftreti, molekularni mechanizmy odp@mné za zvySenou expresi efluxnich
transportéi v epileptickém mozku stale nejsou dostaéepoznany. Jak jiz bylo zmén
no dive, experimentalni a klinickétlazy naznéuji, Ze zvySena exprese efluxnich
transportér jako P-gp niZze byt bud'to vlastni nebo ziskana (jako vysled&istych za-
chvati). Tato ziskana zvySena exprese efluxnich trandgiobyva omezena na dire
oblasti mozku (epileptick& loZiska) aiie gredstavovat obranny mechanizmus druhé
linie, kterym je HEB chrafma i prechodném oteeni bariéry Bhem zachvdt a i
chronické dysregulaci funkce HEB. Ta byva signal&ama zn¢nami v endotelovych

bunkach, vyskytem abnormalnictshych spaj a zesilenim bazalni membrany v lidské
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epileptické tkani (Duncan a Todd, 1991, Sisodiyala, 2002). Takto riize byt zvySena
exprese efluxnich transporiéednim z mechanizin kterym zachvaty plodi (farmako-
rezistentni) zachvaty (n#iglad narusenim penetrace AED do mozku). K¢doho mi-

Ze zvySena exprese efluxnich transparf@skytovat jedno z moznych vy&dleni pra
vysoka frekvence zachvapred zahdjenim Wby pravépodobré negativié ovliviiuje
odpowd na AED. Jak nazraji data ze studii na Zatech, tato zvySena exprese indu-
kovana zachvaty byvargchodna. Naopak se zda, Ze AED samotné nezvyJujesx
efluxnich transportérv mozku (Schmidt a Léscher, 2005).

Za ¢tvrté, zatim existuji jen sporadickékdizy o tom, Ze jsou efluxni transportéry
funkéné dulezité pro farmakorezistenci u epilepsie u lidio Rfimy dikaz by bylo po-
treba demonstrovat, Ze farmakorezistendégerbyt odvracenatfslavnou Ié€bou inhibi-
torem P-gp nebo MRP. Doposud existuji jenom ne@fi¢idata. U inhibitar P-gp
a v posledni dabhlavre MRP je v sogasnosti klinicky posuzovana jejich schopnost
zvratit farmakorezistenci u rakoviny u lidi. Studia zvfatech naznaiji, Ze pouZziti
inhibitora P-gp a MRP ma za néasledek zvySenou pif@tdvou (Einnost AED (Loscher
a Potschka, 2005). Tedy farmakologicka inhibicepPfigbo MRP by mohlaipdstavo-
vat novou Klinickou strategii ipdchazeni nebo igkonavani farmakorezistence
u paciend se zn&nénou expresi efluxnich transporiétyto za¥ry ale potebuji valida-

ci (viz prehledovyclanek Schmidt a Léscher, 2005).
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3.2 Multidrug Resistance-Associated Protein 2 (MRP2

MRP transportéry, jak jiz bylo zmino, pgredstavuji jednu &tev rodiny ABC
transportéir — transmembranovych protéinkteré vyuzivaji energii ziskanou hydroly-
zou ATP pro penos latek (svych substiditpies biologické membrany (Borst a kol.,
1999). Koncem 80. let byla pomoci experintera pouZiti organickych ani@rproka-
zana existence jednosmého transportéru lokalizovaného v apikalnich @higmlar-
nich) buikdch membran tkani s exkré funkci. Transportérgvodre ozna&ovan jako
cMOAT (canalicular multispecific organic anion tsgorter — kanalikularni multispeci-
ficky transportér organickych anith byl po identifikaci kodujiciho genu (ABCC2)
piejmenovan na MRP2 (Buchler a kol., 1996; Fuksala 2006). Do devitilenné
podrodiny MRP transportéibyl zarazen jako druhy identifikovany. Objev MRP#-
stavoval vyznamny krok w¥pd pro pochopeni faktibrregulujicich eliminaci k&v
v nékterych tkanich.

Struktura, lokalizace a funkce MRP2

MRP2 je fosfoglykoprotein. Jeho membranova top@dgi stejna jako u MRP1
transportéru. TV jej 17 transmembranovyalthelixa uspdadanych doit transmem-
branovych domén (TM), ze kterych prvni édwbsahuji po 6a-helixech aiteti
transmembranova domeéna, charakteristicka mdené enasée z MRP podrodiny
véetnt MRP2, je tvéena pouze m-helixy a jeji NH-konec je uloZzen extraceluld&n
(Obr. 3) (Schinkel a Jonker, 2003). ExtraceluladoZeni NH-konce vyplyva z lichého
poctu transmembranovych hetixale potvrzuji jej i imunofluoresceéni studie. Fedpo-
klada se, Zze TM obsahuji¢kolik vazebnych mist pro substraty, coz potvrzuje
i schopnostiznych substrétvzajemr inhibovat nebo stimulovat transport jinych sub-
strati (Gerk a Vore, 2002). DalSi &wstrukturni¢asti MRP2 transportértvori vazebné
domény pro nukleotidy (NBD) nachazejici se mezingtvymi TM. (Borst a kol.,
1999; Konig akol.,, 1999). iesny mechanizmus, kterym je energie twghna
z hydrolyzy ATP, za &asti dvou sekvenci v NBD Kkidvych pro ATP-azovou funkci
(jiz zmirtné walker A a B motivy), vyuZita pro transport swét dosud neni znam
(Fuksa akol., 2006). Sekvari analyza MRP2 proteinu ukazala jistou miru shody
uvnitt MRP podrodiny transportér a to nejvyssi ve srovnani s MRP1 (48%) a MRP3
(47%) (Konig a kol., 2003).
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Obr. 3: MRP2/Mrp2 transportér

MSD1 MSD2 MSD3
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1
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Predpokladana topologie MRP2 transportétéevzato z Gerk a Vore, 2002

Poprvé byl MRP2 transportér identifikovan jako &t apikalni membrany
potkanich i lidskych hepatodytproto byl givodré nazyvan kanalikularni MRP (cMO-
AT) (Keppler a kol., 1996). Charakterizace distabtMRP2 mRNA viznych tkanich
(inych nez jatra), po jejim ugpném naklonovani z potkanich (Mrp2) i lidskych jate
(MRP2) ukazala, Ze MRP2 transportér je taktéZz exgvan v apikalnich membranach
proximalnich tubul ledvin, kde jeho funkce v renalni sekreci orgapatk aniori neni
zcela znama a v epitelovychitkéich duodena a jejuna. V tenkénest potkani mira
exprese roste strem od krypty k vrcholu vilu a klesd od duodenaikanimu ileu
a tlustému sevu, kde dosahuje pouze 30% exprese v duodenu r{@ten a kol.,
2002). Pomoci imunofluorescami mikroskopie a imunohistochemie byl@itpmnost
MRP2 déle prokazéna v epitelialnichnkach m@&ového néchyke, plic a Zaludku, ale
jejich funkce v &chto organech dosud neni znama (Cherrington a R602; Konig,
2003). MPR2 transportéry byly detekovany také ek, kde pisobi jako ochrana
plodu ged toxiny a podili se na exkreci endogennich kaitjug plodu (St-Pierre
a kol., 2002). Jak jiz bylo zméno MRP2, spolu s dalSimi ABC transportéry, je apika
né¢ exprimovan v edotelovych bkach kapilar biologickych bariér v mozku, kde plni
funkci efluxniho transportéru endogennich subgtraenobiotik (viz Obr. 2).

VétSina poznatk o potencialnich substrdtech MRP2 byla ziskana ifjouz
potkaniho kmene s chyficim MRP2 transportérem a takté¥znych bugcnych linii
(Gerk a Vore, 2002). MRP2 transportér ma velmi goodospektrum substiajako di-
ve objeveny a popsany MRP1. Transportuje Sirokdatpasubstrat patinaje amfifil-
nimi ionty s vysokou afinitou,ipdevsim konjugaty endo- a xenobiotik s glutathionem
kyselinou glukuronovou a sulfonovou. Takto transpier nagiklad leukotrieny, konju-
gaty £zkych kowi (kuptikladu kadmium a arsen), endogenni substraty jakatin,
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estradiol a trijodthyronin a konjugaty Zwych soli (Suzuki a Sugiyama, 1999). Dale
transportujeradu nekonjugovanych organickych idbrnako bromosulfoftalein (modelo-
vou latku pro studium jaterniho transportu), redwgk@® folaty, protinadorové d&o
metothrexat, inhibitor HMG-CoA reduktazy pravastatiantibiotika jako ampicilin
a ceftriaxon, ACE inhibitor temokaprilat a dalSgpriklad toxiny (Suzuki a Sugiyama,
1999). Krong toho MRP2 transportujeckteré latky za fitomnosti redukovaného glu-
tathionu jako kotransportéru (ndidad vinkristin). | rektera antiepileptika figdstavuji
substraty pro MRP2 transportér.

Obecré, MRP2 transportér plni exknei a ochranné ulohy. Jeho zakladni fyziolo-
gickou funkci je transmembranovy transport konjugoxch (v mensi né i nekonju-
govanych) metabolitendogennich latek a xenobiotik do&)unaci a stevniho lumina
(Fuksa a kol., 2006). V jatrech tento transport&rstuje jeden z mechanizimtvorby
Zluce, nezdavislé na sekreci osmoticky aktivnich salt@ych kyselin (Gerk a Vore,
2002). MRP2 je déle povaZzovan za jeden z medidemoménu multidrug rezistence
u rakoviny. Jeho exprese byla prokazana v mnohyaomvych bitkach u fiznych
nadofi a experimenty s transfekci cONA MRP2 do el burgk vedly k zjiseni, ze
piitomnost a zvySena exprese MRP2 v (nadorovychkikdeh vede k zisku farmakore-
zistence k protinaddorovym d&am jako etopsid, vinkristin, cis-platina, doxorulpici
epirubicin  metothrexatu adalSi (Cui akol., 1998pzuki a Sugiyama, 2002).
V hematoencefalické bai® MRP2 prav8podobr pini ochrannou funkci vyltovanim
nezadoucich latek z mozkué&mo krevniho obhu. ZvySena exprese tohoto transporté-
ru v buikach biologickych bariér mozku vSak vzbudila zajgko potencialni ficina
farmakorezistence u epilepsie, protoZze mnohé AHER fpkazany jako jeho substraty.

O interakcich MRP2 transportéru a antiepileptikgdépojednano dale.

Regulace exprese a funkce MRP2

MRP2 transportér spolu s celou rodinou ABC tranmiitvori vysoce adaptabil-
ni systém, ktery reaguje naznorodé vlivy, coZ miva za nasledek zvySetiogsnizenou
expresi jeho proteina souvisejici z&ny jeho funkce (Fuksa a kol., 2006).

Rizné studie nazraji, Ze exprese MRP2i#e byt regulovana nakolika Urov-
nich. Prvni z nich fedstavuje endocyt6zou zprieikovany odsun proteiniignasée
z membran, kde vlastndochazi k posunu v dynamické rovnovaze mezi ertdaoy

a exocytdézou (inzerci proteinu do membrany) trartépo mezi membranou
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a intracelularnimi vesikuly. Tuto rovnovahu nariadmnohé exogenni latky, déle ta-
ké vyskyt cholestdzy. Cholestaza je definovana jadiucha odtoku Zite vedouci ke
zvySeni hladin bilirubinu a Ztovych kyselin v séru. Existujiizné formy cholestazy
a u kazdé z nich dochazidewnregulaci MRP2 transportérv jatrech, kwli potrebs
snizeni kanalikularni sekrece (Gerk a Vore, 2002).

DalSi arovni, na které dochéazi k regulaci expre$tPil je transkripce. Ke snizeni
exprese dochazi wzanych nemoci, kde tuto supresi specifickou proajapisobuji
pravdEpodobré proteiny akutni faze (zejmeéna cytokiny). U zvySeanskripce MRP2
se jedna o jev podobny u vSech ABC transportéranskrigni indukce tu probihaips
jaderné receptory, tzerphan nuclear receptorkteré po navazani ligandu (jako dexa-
methazon, fenobarbital, cis-platina, klotrimazalasSi) vytvdi komplex, ktery translo-
kuje do jadra boky a tam dochazi k jeho navazani na sekvenci DN#owmotorove
oblasti a k aktivaci transkripce. Tato indukce esar byla prokazana pro tkéjater,
ledvin i duodena (Gerk a Vore, 2002; Konig a k@€D03). Data pro regulaci exprese
MRP2 v tkani mozku doposud nejsou znama.

Treti arovni, na které dochazi k regulaci exprese RIRRirovaé posttranslénich
aprav (Gerk a Vore, 2002).

Zajimavé poznatky ohledrregulace funkceiméseji interaéni studie na bust-
nych liniich exprimujicich Mrp2. Podle ziskanychajidz kinetiky transportu modelo-
vych substrdt je pravé&podobné, Ze Mrp2 obsahuje nejen vice vazebnych wlgre
kotransport latek, ale také alostericka vazebnéanpi® latky, které nemusi byt substra-
ty, ale mohou vyznangovliviiovat rychlost penosu jinych slotenin (Fuksa a kol.,
2006). Podle Zelcera a kol. je efekt latky moduluffansport fimo zavisly na substra-
tu (Zelcer a kol., 2003). Tato pozorovani jsou uladu s jiz dive navrzenou moznosti,
Ze kazda dvojice substrat — modulatoritvanikatni interakci na komplexu moznych
vazebnych mist MRP2 proteinu (Fuksa a kol., 2006).

Expresi a funkci MRP2 transportéovliviiuji také mnohé ffirozere se vyskytujici
mutace v genu kodujicim tento transportér. U ligdtkari bylo popsano &kolik tako-
vych mutaci (Suzuki a Sugiyama, 2002fkieré z nich maji za nasledek uplnou absen-
ci MRP2 transportéru na kanalikularni memkrénnck hepatocyi, ale i v jinych tka-
nich. Absence MRP2 v jadtrech ma za nasledek vamékrmcrini ozn&ovaného Dubin-
Johnsofiv syndrom (DJS). Toto benigni onemeécohse projevuje hyperbilirubinemii,

zvySenim exkrece koproporfirinu | @io a ukladanim tmavého pigmentu melaninu
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v jatrech (Gerk a Vore, 2002). Konkrétni mutaceniifikovany jako bodové mutace
vedouci k absenci Mrp2 byly nalezeny u dvou f@olpopsanych potkanich kmen
s kongenitalni hyperbilirubinemii, které jsou znajako zvieci modely lidského DJS.
U kmene Wistar se jedna o tzv. Groningen Zluté#parnt-deficitni potkany (GY/TR-),

u kmene Sprague-Dawley jsou ozoeany jako Eisai hyperbilirubinegti (EHBR)
(Buchler a kol., 1996; Fuksa a kol., 2006). Objéshto model a poznani jejich mu-
tantni DNA byly rozhodujici pro naklonovani Mrp2yzZcumoznilo poznani a pochopeni
struktury tohoto transportéru, jeho funkce, lokatie a regulace exprese. Tyto dva zvi-
feci modely také rozhodujici mirodtigpely k rozvoji vyzkumu interakci antiepileptik

s MRP2 transportérem exprimovanym v mozku.
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3.3 Interakce antiepileptik s MRP2 transportérem

Exprese MRP2 v endotelovych itkach kapilar mozku je zvySena u pacient
s farmakorezistentni epilepsii, jak jiz bylo zg&rio u skupiny ABC transport&iAroni-
ca akol., 2004). fedpoklada se tedy, Zze MRP2 transportér sehrélezitbu Glohu
v efluxnim transportutiznych antiepileptik z mozku Zpdo krevniho othu, a Ze takto
prispiva k rozvoji farmakorezistence dnito AED u mnohych pacieint Na zaklad
tohoto gredpokladu bylo provedeno mnohovivoi in vitro studii, zabyvajicich se in-

terakcemi jednotlivych AED s MRP2 transportérem.

3.3.1 Interakce MPR2 transportéru s antiepileptilayin vitro arovni

Pro predikci permeability HEB prodi&a &inkujici v CNS a studium jejich in-
terakci s&mito I&ivy nain vitro arovni je nutno pouzit spravné jednoduché, Siroce
aplikovatelné atkladnéin vitro metody. Modely zaloZzené na kultivaci linii kknna-
bizi mozZnost vysitlit transcelularni a paracelularni procesy difuzeetaboli-
zmu, procesy aktivniho transportu jako inedefim@ainterakce mezi &&vem
a burg¢nym materiadlem, které mohou mit dopad na celkowaonipermeability mem-
brany. Aby mohl byin vitro model HEB pouZit pro screening propustnosti mempra
pro I&iva &inkujici na CNS, musi vykazovat reprodukovatelnempeabilitu pro nos-
n& média a spbvat dalSi obecnd kritériacetné pritomnosti restriktivni paracelularni
bariéry, fyziologicky realistické buiné architektury, funkni exprese kéiovych trans-
portéifi a jednoduché kultivace (Gumbleton a Audus, 2001).

Nedavno bylo provedencikolik in vitro studii tykajicich se interakcikterych
antiepileptik s MRP2 transportérem. V jedné z rsehBaltes a kol. zabyvali transpor-
tem AED fenytoinu, levetiracetamu a karbamazepiomqci efluxnich transportéP-
gp (MDR1) a MRP2 (Baltes a kol., 2007a). V tétodstlyly pouZzity jednovrstvé bu-
nécné kultury polarizovanych MDCK |l (Madin-Darby cawe kidney Il — biiky po-
dobné epitelialnim hikdm proximalnich tubdl) burgk ze psich ledvin a LLC-PK1
burgk z ledvin prasete. Daithto burgk byly metodou transfekce vpraveny sekvence
cDNA koduijici lidské nebo mysi MDR1 a MRP2, ktegdytpak v buikach exprimova-
ny. Pomoci &hto burénych linii a cyclosporinu A (pro P-gp) a vinblastinpro
MRP2) jako referetnich standaritl byl méren usnérnény transport antiepileptik. Z vy-
sledki bylo vyvozeno, Ze na rozdil od vinblastinu nebytonoci MRP2 transportovano
ani jedno ztestovanych AED. Tyto data ale neiyji) Ze testované antiepileptika
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nejsou alespo slabymi substraty MRP2, protoze efektivita tranmtpcse niize liSit
nejenom uiznych zZiv@&isnych druli (coz bylo touto studii prokdzano pro P-gp), ale
i U riznych tkani.

Vjiné studii se Baltes akol. zabyvali transporteékED valproové kyseliny
(VPA). VPA je Siroce pouzivanym d&em u neurologickych onemoémi jako epilep-
sie, bipolarni porucha a migréna. Pro dosazZenickio efektu VPA je ale pigba
uzivat powkud vysoké davky, cozZ je #pobeno relativé neefektivnim pjmem do
mozku. Spatna distribuce VPA do mozku, zda se, Zduétomnost asymetrického
transportniho sytému v HEB. Baltes a kol. pouZilzné in vivo ain vitro strategie
k vyhodnoceni jestli je VPA substratem MRP a P-fipxaich transportér. V této stu-
dii byly také pouzity jednovrstvé baené kultury s exprimovanymi P-gp, MRP1
a MRP2 a jako standardy cyklosporin A a vinkrisBiylo prokazano, Ze VPA neni sub-
stratem &chto transportdr a tyto vysledky byly potvrzeny iw vivo studiich (kde po-
moci MRP2 deficitnich potkad@inbyla vylowena hypotéza, Ze MRP2 sehravdeditou
roli pro eflux VPA z mozkoveé tkan (Baltes a kol., 2007b).

Vysledky in vitro analyz obas nekoresponduji s vysledky analgzvivo. Tento
rozpor je pravépodobré zpisoben rozdilnosti tkani exprimujicich zkoumané dpan-
téry, rozdilnou mirou exprese efluxnich transpdr@iodliSnymi podminkami experi-

menti na obou Urovnich.

3.3.2 Interakce MPR2 transportéru s antiepileptilayin vivo Urovni

Studie interakci MRP2 transportéru s antiepileptilayn vivo Grovni posuzuji ty-
to interakce v Sirokém kontextu Zivych organizrizxperimenty se n&stji provadi na
MRP2-deficitni potkani kmeny TR- a EHBR.

Jedna ze studii skupiny Potschka a kol. se zabyzdamem MRP2 transportér
pro funkci HEB. (Potschka a kol., 2003a) Byly vpauzity ti riznéin vivo strategie.
Za prveé, inhibitor MRP1/MRP2 transporigorobenecid byl pouzit pro vgsSeni otazky,
jestli inhibice MRP2 v HEB zvySuje extracelularniadiny AED v mozku. Hladiny
AED byly stanoveny metodou mikrodialyzy pomoci sonthozkové kre. Za druhé,
byly pouzity TR- potkani kmeny pro zj&ti, zda absence MRP2 v HE&hto potkad

vede ke zvySeni penetrace AED do mozku.igt,tbyl pouzit ,kindling“ model epilep-
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sie pro studium zesileni prot&ove aktivity AED i inhibici MRP2 nebo jeho nedo-
statku (v TR- potkanech).

Za pouziti mikrodialyzy bylo prokazano, Ze lokaaglikace probenecidu pomoci
implantované dialyzmi sondy zpsobuje zvySeni extracelularnich hladin fenytoinu
v mozku. Fenytoin byl tak vybran jako prapddobny substrat MRP2. ZgulEZznych
experimeni s riznymi AED (karbamazepin, fenobarbital, lamotrigifiebbaméat) byl
jako jeho praojSek pro porovnavani transportu MPR2 transportérgbran fenobarbi-
tal, protoZze nevykazoval ovli¢ni transportu probenecidem. Pro validashto dat
byla porovnana penetrace fenytoinu a fenobarbitidu mozku u MRP2-deficitnich
potkani a potkai s exprimovanym MRP2 transportérem. Fenytoin dosd@lbkych
extracelularnich hladin u TR- potkarv porovnani s normalnimi (nemutantnimi). Pro
fenobarbital nebyl pozorovan takovy rozdil, cozvpdilo vysledky z pedeSlého expe-
rimentu. U kindling“ modelu epilepsie koadministea probenecidu vyraZnzvysila
protikiecovy inek fenytoinu a u MRP2-deficitnich potkawdoSlo po podani fenytoi-
nu také k vyraznému zvysendidku v porovnani s normalnimi potkany. Tyto data na
znauji, ze MRP2 znén¢ prispiva k exkreéni funkci HEB (Potschka a kol., 2003a).

V dalSi studii tato skupina zkoumala jestli se MRRhsportér podili naifenosu
AED karbamazepinu, lamotriginu a felbamategHEB (Potschka a kol., 2003b). Byla
determinovana distribuc&ahto AED do mozku TR- potkaniho kmene. Koncentrace
AED v mozku MRP2-deficitnich potkérse nijak vyraz#é neliSily od koncentraci pozo-
rovanych u normalnich jedificU ,kindling“ modelu epilepsie byla antikonvulzaéin-
nost lamotriginu a felbamatu porovnatelna pré skupiny potkaf. Karbamazepin ale
vykazoval vysSi &innost u mutantnich (TR-) potké&rv porovnani s normalnimi. Sou-
hrnré tedy v této studii bylo prokazano, Zze MRP2 neaidje uptakekarbamazepinu,
lamotriginu a felbamatu. Navzdory tomu tiégpmnost MRP2 transportéru vede ke zvy-
Seni @innosti karbamazepinu u ,kindling“ modelu epilepsie teba provést dalSi vy-
zkum pro identifikaci mechanizmu odpminého za tyto rozdily, pro objasn jestli
jsou farmakokinetické rozdily detekovatelné pouaeyuziti ,kindling* modet epilep-
sie, u kterych pravgbodobré dochazi ke zvysSené expresi transpartgako vysledek
z&chvath).

V nedavné velmi zajimavé studii Hoffmann a Lésgb@moci imunofluorescen
niho barveni prokazali zvySeni exprese P-gp tramépou MRP2-deficitnich potk@n

jako kompenzaci funkce MRP2 transportéru. Tent@wbyy mohl pedstavovat vysit-
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leni vySe zmi#ného rozporu, kdy by transport karbamazepinu (jgkych AED, které
jsou substraty P-gp) u TR- potkamzprostedkovan P-glykoproteinem vedl k ziskani
faleSr¢ negativnich vysledk tykajicich se role MRP2 v transportu AED v HEBofH

mann a Loscher, 2007).
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4. Diskuze a zawr

Navzdory vyvoji a pouzivani stalest§iho mnozstvi novych AED, procentualni
zastoupeni farmakorezistentnich padiemiezi pacienty s epilepsitigtava stabilé ko-
lem 30%. \&tSina pacierit s farmakorezistetni epilepsii neodpovida riguentiznymi
AED s iznymi mechanizmy &inku, coz naznauje, Ze za farmakorezistenci u epilepsie
stoji ¢etné patogenetické mechanizmy, mezi nimi htasamotna podstata patologické-
ho procesu, jeho vyvoj a rozdilna individualniiedbt k l1&bé, vrozena nebo ziskana.

Na molekularni drovni je farmakorezistence u gule v sodasnosti vysutlo-
vana pomaoci tzv. hypotézy cilovych struktur, kisedzabyva z&nami ve vlastnostech
cilovych struktur pro AED jako f€inami jejich snizené farmakosenzitivity,
a transportérové hypotézy, ktera hiiva zvySené expresi efluxnich transpaitér
v mozku jako pi¢in¢ snizeni pistupu AED k cilovym strukturam. | kdyZ se nedad
pokladat, Ze tyto dyvrelativre jednoduché teorie mohou glryswtlit klinick& pozoro-
vani u fiznych model farmakorezistence (farmakorezistence vzndéanovo progre-
sivni, reverzibilni), alespoposkytuji potencialni hypotézy pro nasledny vyzkum

U transportérové hypotézy farmakorezistence u ppideje pateba u konkrétnich
AED prokazat, jestli efluxni transportéry reguligitraparenchymalni hladiny¢hto
léCiv. S vyhodou se pro tyto studie daji pouzit intaby ABC transportér. Jak jiz bylo
zmirgno, studie na zvatech dokazuji, Ze pouZziti inhibitoP-gp a MRP receptdivede
ke zvySeni hladiny ¢kterych AED v mozku. Dosud pouzivanym inhibitor ABC
transportér ale chybi substratova specifitalj inhibuji i jiné transportéry. Proto by pro
vyzkum vlastnosti AED jako substégbro konkrétni ABC transportérydty byt pouZi-
vany nowjSi vice specifické inhibitory. PouZiti dost&te specifickych inhibitoit ABC
transporték by mohlo v budoucnuipdstavovat mozny terapeutickiigiup k odvraceni
farmakorezistentni epilepsieiikoadministraci antiepileptik a inhibitbrtransportéx
by ale bylo nutné zohlednit, jestli praevysena exprese efluxnich transpartérodpo-
védna za vyskyt farmakorezistence. V &pém gipads by mohlo dojit ke zvySeni toxi-
city pouzivanych I&v. DalSim gednetem studii proto musi byt prokazani zvysené ex-
prese efluxnich transportéw HEB a dikaz jeji souvislosti se z¢nami citlivosti za-

chvati k jednotlivym AED u experimentalni epilepsie i agenfi s epilepsii.
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U lidskych epileptickych pacieintby dale ndla byt posuzovana souvislost mezi
polymorfizmy geri efluxnich transportér a klinicky pozorovanou farmakorezistenci.
Data o spojeni konkrétnich polymorfizns poznénénou expresi a funkci jednotlivych
efluxnich transportérby mohla byt ziskana pomoici vitro metod za pouziti tkani pa-
cienti podstupujicich chirurgické zakroky. Identifikacdavantnich polymorfiziin ge-
ni ABC transportér (ale i cilovych struktur pro AED) by mohla v budow gedsta-
vovat moznost spolehlivé predikce vyskytu a pegaaiobného mechanizmu farmako-
rezistence. Tato data by pak mohla ovlivnitgaeEni terapii a mozna zvysit jeji &p
nost.

Dostupnost novych vysfejSich in vitro ain vivo metod (pouziti specifickych
inhibitora transporték, specifickych protilatek, ,knockoutovanych® zgtich linii
a jinych) zjednodusi ziskavani det&jiich poznatik o miznych ABC transportérech a
jejich roli v transportu l&v pies HEB za fyziologickych i patologickych podminek.
Pochopeni viastnosti efluxnich transpartéa molekularni trovni (i viastnosti cilovych
struktur pro AED), jejich interakci s konkrétniminteepileptiky, jejich exprese
a pochopeni regulace této exprese za powzhi@ metod, by mohlo v budoucnosti vést
k umozréni resp. zefektivéni terapie farmakorezistentni epilepsie bez invaziv chi-
rurgickych zakrok.
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5. Abstrakty

5.1 Interakce MRP2 transportéru s vybranymi antiepleptiky

Epilepsie jetasté neurologické onemasn postihujici piblizné 1 — 2% populace.
U vétSiny epileptickych paciefitjisou zachvaty &nn¢ kontrolovany v sokasnosti do-
stupnymi antiepileptiky (AED — anti-epileptic dryg&)vadi se, Ze uijblizné 30% pa-
cienti nedochazi k zastaveni zachyatavzdory péivé optimalizované I&g. VétSina
téchto pacient s farmakorezistetni epilepsii neodpovida né&bué iznymi AED
s riznymi mechanizmy d&inku, coZ naznéauje, Ze rezistence u epilepsie je multifaktori-
alnim fenoménem nezavislym od pouzitéhdivié. Na zéklad experimentalnich
a klinickych studii byly pedloZzeny d¥ hlavni teorie vysétlujici vznik farmakore-
zistence u epilepsie. Prvni z nich je hypotézavgith struktur, ktera se zabyva &na-
mi ve vlastnostech cilovych struktur pro AED jakid¢mami jejich snizené farmako-
senzitivity. Druhou je transportérova hypotézar&teovdi o zvySené expresi efluxnich
multidrug-transportér v mozku jako ficing snizeni pistupu AED Kk cilovym struktu-
ram. Nej¢tSi a nejvyznam¥)Si rodinou multidrug-transportér exprimovanych
v mozku a pravépodobrg odpovdnych za snizeni¢inné koncentrace mnohych AED
v mozkové tkani je nadrodina ABC (ATP-binding cdk=e transportér. Jednim
z transportér této rodiny, kterym byla v s@éasnosti ¥novana pozornost je multidrug
resistance-associated protein 2 (MRP2). MRP2 tabdp exprimovan na apikalni
membrag buntk mnoha absokmich a exkrénich orgad, krone jinych i burek HEB
(hematoencefalické bariéry), mélekity vliv na farmakokinetické parametigdy |é-
¢iv, kuprikladu AED. Cilem této reSersni diplomové pracstjedium interakci antiepi-
leptik s ABC transportéry, hlagnMRP2 transportérem, pomoci zdokumentovanych

vitro ain vivo studii.
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5.2 Interactions of the MRP2 transporter with seleted anti-
epileptic drugs

Epilepsy is a common neurological disorder affertapproximately 1 — 2% of
the population. In most of the patients with eplgpseizures are well-controlled with
currently available anti-epileptic drugs (AEDs)idtestimated that 30% of the patients
fail to achieve seizure termination despite catgfaptimised drug treatment. Most of
these patients with refractory epilepsy are resista several AEDs with different
mechanisms of action, which suggests that resistanepilepsy is a multifactorial and
drug-nonspecific phenomenon. Based on experimamiglclinical studies, two major
theories have been put forward to explain the agraéent of pharmacoresistance in
epilepsy. The target hypothesis holds that changése properties of drug targets for
AEDs may result into their reduced drug sensitivithe transporter hypothesis con-
tends that the over-expression of efflux multidttagsporters in the brain leads to im-
paired access of AEDs to their targets. The largest the most important family of
multidrug-transporters expressed in the brain, gibbpresponsible for the reduction of
effective drug concentrations at their targetgshes ABC (ATP-binding cassette) trans-
porter family. One of the transporters of this fegnrecently under study, is the mul-
tidrug resistance-associated protein 2 (MRP2). MIRP2 transporter expressed in the
apical membrane of polarised cells in organs obgli®on and excretion, e.g. cells of
the BBB (blood-brain barrier), has an important atipon pharmacokinetic parameters
of many drugs, for example AEDs. The goal of tlegiew is to summarise the interac-
tions of anti-epileptic drugs with ABC transporteespecially the MRP2 transporter,

based on well-document&a vitro andin vivo studies.
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