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1. Abstrakt

Uspé&3na Iécha onkologickych pacienttl je ovlivnéna nékolika faktory. Kromé véasné
diagnostiky nebo volby vhodné terapie hraje vyznamnou roli i toxicita aplikovanych preparatt
a vznik resistentnich nadorovych klonu.

Taxany jsou jednou z €asto aplikovanych skupin chemoterapeutik. Mechanismus
jejich u€inku spociva ve stabilizaci tubularni dynamiky, poruchach buné&ného cyklu
a nakonec v indukci apoptosy.
avznik resistence ktémto preparatim. Nové taxanové preparaty se snazi zmirnit tyto
nezadouci ucinky nékolika zpusoby.

Nové analogy puvodnich latek si zachovavaji svou cytotoxickou aktivitu, zarover jsou
vSak odolné vi¢i mechanismum resistence. V soucasné dobé testované latky jsou napfiklad
IDN5390, taxany 19, 14i, 14g, larotaxel a cabazitaxel. Jejich hlavni pfinos je v lécbé
metastazujicich naddorovych onemocnéni.

DalSi moznost na zlepSeni terapeutického efektu poskytuji preparaty zaloZzené na
puvodnich taxanech, které se li§i zejména zplsobem aplikace. U peroralné podavanych
taxanl je snizeno riziko neZadoucich Gc€inkd souvisejicich s pouzitim nevhodnych
rozpoustédel. Mezi tyto preparaty patfi zejména tesetaxel, docetaxel s OC144-093, BMS-
275183, paclitaxel poliglumex a paclitaxel s emulzi vitaminu E.

DalSim zpUsobem vedoucim ke sniZené resistenci je aplikace paklitaxelu vazaného
na albumin. Tato kombinace zajiStuje vySsi koncentrace paklitaxelu v nddorovém intersticiu

a tim zvySuje expozici nddorovych bunék této latce.

KliCova slova: nadorové onemocnéni, taxany, rezistence



2. Abstract

Effective therapy of cancer patients is influenced by several factors. In addition to the
early diagnostic or choice of the best therapy regimens, the toxicity of applied drugs and the
development of resistant cancer cells play crucial role.

Taxanes represent one group of widely used chemotherapeutic agents. The
mechanism of their action is based on the destabilization of tubules dynamics, disorders in
the cell cycle and finally on the induction of apoptosis.

The most serious side effects of taxanes are just severe toxicity and the development
of resistance to this type of anticancer drugs. Treatments employing novel taxanes try to
eliminate these side effects by several ways.

Newly synthesized analogs of the original compounds retain their cytotoxic activity
and simultaneously they are able to overcome the resistance. Taxanes analogs called
IDN539019, 14i, 149, larotaxel and cabazitaxel are examples of the novel taxane molecules
tested in this time. These molecules mainly contribute to the therapy of metastatic cancers.

Further possibility to improve therapeutic effect is provided with formulations derived
from the primary taxanes however, this preparations particularly differ in the application way.
For example perorally applied taxanes decrease risk of side effects related to the usage of
the inappropriate dissolving agents. Tesetaxel, docetaxel with OC144-093, BMS-275183,
paclitaxel poliglumex and paclitaxel applied with vitamin E emulsion belongs to this type of
anticancer medication.

Additionally, the application of paclitaxel bound to the albumin molecule leads to the
decrease of resistance. This combination provides higher paclitaxel concentration within the
cancer intersticium and subsequently increases the exposure of tumor cells to this anticancer

agent.

Key words: cancer, taxanes, resistance



3. Seznam zkratek

ABC
Apaf-1

USA
ATP
Bcl-2

CrEL
DEPH
DNA
Cdc2
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gen BRCA
gen HM40
gen MDR1
gp60
GTP

G2 faze

M faze
MAPs
MDR

nm

PP2A
PAKs
P-gp

p53

Uzis CR
ZN

ATP-binding cassette — ATP vazebné proteiny

apoptotic protease activating factor-1 — apoptosové proteasy aktivujici
faktor 1

United States of America — Spojené staty americké

adenosintrifosfat

B-cell Chronic lymphocytic Leukemia 2 — ¢len Bcl-2 rodiny proteind
regulujicich pfezivani bunék

Crenophor®EL; polyethyl ricinovy olej

di-2-ethylhexyl ftalat

deoxyribonucleic asid — deoxyribonukleova kyselina

cell-division control protein 2 — kontrolni protein 2 bunéé&ného cyklu
guanosindifosfat

breast cancer gen — gen rakoviny prsu

gen pro Bl-tubulinovy izotyp

multiple drug resistance gen 1 — gen mnohoc&etné rezistence
glykoprotein 60

guanosintrifosfat

gap 2 phase — rustova faze 2 bunééného cyklu

mitotic phase — mitotick& faze buné&ného cyklu
microtubule-associated proteins — proteiny asociované s mikrotubuly
multiple drug resistence — mnohocetna rezistence

nanometr

protein phosphatase 2 — proteinova fosfatasa 2

protein 21-activated kinase — proteinkinasy aktivované p21
P-glykoprotein; fosfoglykoprotein

protein 53

Ustav zdravotnickych informaci a statistiky; Ceskéa republika

zhoubny novotvar



4. Uvod

Nadorové bujeni patfi mezi nejCastéjSi letalni onemocnéni a to jak ve svété tak
v Ceské republice. Hlavnim problémem UGspésné lécby a pfipadného Gpiného vylédeni je
zejména pozdni diagnostika. VétSina nadorovych onemocnéni je v soucasné dobé
diagnostikovana v pozdnim stadiu, kdy jiz vtéle pacienta doSlo k vytvofeni metastaz.
Metastézujici loZiska se vétSinou nedaji UspésSné odstranit chirurgickou Ié€¢bou. Pomoci
chemoterapie je mozno protinadorova IéCiva dopravit i k metastazujicim nadorovym burikam
a tak je eliminovat. Vyzkum novych cytostatik je proto jednou z hlavnich oblasti vyzkumu
léEby onkologickych onemocnéni.

Jednou z Casto aplikovanych skupin protinadorovych Ié€Civ jsou taxany. Jedna se
o latky izolované z tisu s vysokou terapeutickou uginnosti. Mechanismus G¢inku této skupiny
latek spociva ve stabilizaci mikrotubult v bunice, nasledované porusenim mikrotubularni
dynamiky s dopadem na dulezité bunééné pochody. Konecnou fazi pusobeni taxanl je
indukce programované bunééné smrti bunék.

Stejné jako vétSina protinadorovych 1€k maji i taxany své nezadouci vedlejSi U&inky.
Taxany jsou latky hydrofobni a kjejich aplikaci do téla pacienta je nutno pouZivat
rozpousStédla na bazi lipidl. Stim se poji jejich vysoka toxicita pro organismus. Vedlejsi
nezadouci GCinky jsou natolik zavazné, Ze &asto nemuze byt |é¢ba dokonéena. Dalsi
komplikaci je vznik rezistenci na podavané léky. Pfi taxanové |1é¢bé se ¢asem vzdy vyvinou
odolné bunécné linie, které na dalSi podavani léku nereaguji. Rezistenci existuje cela fada,
jedna se zejména o bodové mutace v Bl-tubulinu a a-tubulinu, zmény vyskytu izotypt B-
tubulinu v burikach, nadmérna exprese fosfoglykoproteinu a zmény v expresi proteinl
asociovanych s mikrotubuly.

Tyto dva hlavni nedostatky, toxicita a rezistence, vedou ke snaze vytvofit nové
taxany, které si zachovéavaji cytotoxicky efekt na mikrotubuly prvni generace taxanu, ale

v s

zaroven budou SetrnéjSi k organismu a budou pfekonavat buné&nou rezistenci.

5. Nadorové bujeni

Zhoubné nadorové bujeni neboli rakovina je onemocnéni, které postihuje osoby stale
mladSiho véku. Spolu s kardiovaskularnimi chorobami je jednou z nej¢astéjSich pficin amrti
ve svété i v Ceské republice (Darikova 2007).

V roce 2006 bylo do Narodniho onkologického registru Ceské republiky nové hlaseno
celkem 71 913 pfipadd zhoubnych novotvart (ZN) a novotvaru in situ, z toho 36 682 pripadu

umuzi a 35231 uZen. Umuzl pocet nové zjiSténych nadoru poprvé od roku 1990



meziro€né klesl (nepatrné o 0,4 %), u Zen pokracoval dlouhodoby stoupajici trend. NejCastégji
diagnostikovanym zhoubnym novotvarem, kromé& zhoubného novotvaru kize, je u muzd od
roku 2005 ZN prFedstojné Zlazy (96,3 pfipadd na 100 tisic muzd), ten vystfidal do té doby
nejpocetnéjSi ZN pradusnice, prudusky a plice. U Zen je dlouhodobé nejcetnéjSi ZN prsu
(112,0 pfipadd na 100 tisic Zen). Celkové na zhoubny novotvar zemfelo 27 895 osob, z toho
15 354 muzii a 12 541 zen (UZIS CR 2009).

Spole¢nym rysem téchto onemocnéni je bunééna populace, kterd se vymkla kontrole
a zacala relativné autonomné rust. Nadory mohou vznikat v jakékoli tkani. Nejcastéji vSak
k tomu dochazi na mistech ¢astého déleni bunék (epitel travici a dychaci soustavy) nebo
v oblastech ovliviiovanych hormonalnim pldsobenim (prsy, vajeCniky, prostata). Za projev
zhoubnosti nadoru se povaZzuje jeho infiltrativni rast do okolni tkané a schopnost zakladani
vzdalenych lozisek v rliznych mistech organismu, tzv. metastaz. Nadorové bunky se tvofi
u kazdého Clovéka, ale imunitni systém je schopen je rozpoznat a znicit. Pokud se v3ak tyto
buriky vymani kontrole a prelsti imunitni systém, dojde k jejich nekontrolované proliferaci
a vzniku nadoru.

PFic¢in onemocnéni rakovinou je mnoho. V détském véku prevaZuji nddory podminéné
vrozenou poruchou nékterého z opravnych mechanismd DNA, u dospélych je vétSina nadort
zplUsobena kombinaci vliv prostfedi a zivotniho stylu. Roli muze hrat také dédicnost,
napfiklad mutace gend BRCA1 a 2 ukarcinomu prsu a ovaria (Floretova, Machackova
2003).

5.1. Lééba

Mnoho nadorovych onemocnéni lze v dneSni dobé zcela vylécit. U znacné Casti
pacientt je diky modernim metodam diagnostiky a terapie Sance na dlouhodobou remisi
s dobrou kvalitou Zivota. Nicméné nékteré typy nadord jsou stale nelécitelné a vyznamnou
roli pfi cesté za uspéchem hraje v€asna diagnosa.

Lécba je v soucasné dobé provadéna tfemi zakladnimi zplGsoby. Jsou to chirurgicky
zakrok, radioterapie a chemoterapie. Ve vétSiné pfipadl se vyuziva komplexni pfistup, kdy
se tyto metody vzajemné kombinuiji.

Chemoterapie neboli cytostaticka |éCba je nejmladsi, jeji rozvoj zacal v 50. letech 20.
stoleti a dnes je zakladni 1é¢ebnou metodou. Jejim cilem je omezeni bunééné proliferace
nadorovych bunék. Cytostatika jsou latky plasobici na délici se bunky. Jejich ucinek je sice
sméfovan na nador, ale v téle existuji i dalSi skupiny bunék, u nichz dochazi k neustalému
fyziologickému déleni. U dospélého Clovéka se jedna zejména o buriky kostni dfené, kde

dochazi ke krvetvorbé a bunky epitelu travici trubice. Ztoho vyplyvd znacna toxicita



chemoterapie, jelikoZz snizenim poctu télu vlastnich fungujicich bunék vede v organismu
k Fadé nezadoucich vedlejSich ucinkd. Nizky vyskyt leukocytd a trombocytd znamena vysSi
riziko vyskytu infekci a krvacivych komplikaci. Ztrata epitelidlnich bunék zase zpusobuje Fadu
potizi s funkci dalezitych télnich soustav (travici, dychaci). Tento problém je ¢aste¢né feSen
podavanim dalSich latek napf. rastovych faktorud, které podporuji obnovu krvetvorby béhem
terapie.

Cytostatika jsou schopna zni¢it 99 % proliferujicich bunék. Nejmensi
diagnostikovatelny nador ¢ita pfiblizngé 10° bunék. VétSinou jsou v3ak nadory
diagnostikovany ve velikosti 10" bunék. S 99% uginnosti 1€kl je kone&na populace velka
10'° bunék. Takova redukce je zcela nedostate¢nd, a proto je nutné chemoterapii opakovat
v nékolika cyklech, aby doSlo k celkové eliminaci nadoru. Intervaly mezi jednotlivymi cykly
jsou dulezité pro obnovu télu vliastnich délicich se bunék, jejichz bunéény cyklus je kratsi nez
u bunék nadorovych. Nador se tak nestihne zvétSit na plvodni velikost a postupné dochazi
k jeho likvidaci (Klener 1994). Je zde ale dalSi vyznamny faktor branici tspésné Iécbé a tim
je vznik rezistence na podavanad chemoterapeutika. ProtoZe chemoterapie je dnes
nepostradatelnou soucasti [é¢by zhoubnych nadord, je nutné se na tyto problémy zaméfit.

Taxany patfi mezi ucinna cytostatika, bohuzel s vysokou toxicitou. Dnesni vyzkum
téchto latek se proto zaméfuje nejen na jejich zdokonaleni v oblasti G&innosti, ale také

v oblasti sniZeni toxicity na minimalni moznou hladinu.

6. Taxany

Taxany jsou antimikrotubularni ¢astice, které se vyuZivaji v klinické praxi pro 1éCbu
solidnich nadora.

Paclitaxel (obr. 1) byl poprvé izolovan z kury pacifického tisu Taxus brevifolia v roce
1971 (Jordan 2002). Patfi do tzv. prvni generace taxanu.

Prvni taxany byly v USA schvaleny US Food and Drug Administration (Sprava
potravin a IéC€iv, USA) v roce 1992 pro Ié¢bu rakoviny vaje¢niku a vroce 1994 pro IéCbu
metastatické rakoviny prsu (Grueritte 2001). Od té doby se jejich vyuZiti dramaticky zvysilo.
Staly se zakladem |é¢by rakoviny prsu, vajeénik(l, plic, prostaty a mnoha dalSich podtyp(
rakoviny (Obasaju, Hudes 2001, Henderson et al. 2003, Piccart et al. 2000, Greco 1999,
2001).

Taxany pouZzivané v souc¢asné terapii jsou pfipravovany semi-synteticky z neaktivniho
taxanového prekurzoru 10-deacetylbaccatin 1, ktery se vyskytuje v evropském tisu, Taxus
baccata. Tato skupina je oznacovana jako taxany tzv. druhé generace a jejim zastupcem je

napr. docetaxel (obr. 1).
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PrestoZze paclitaxel i docetaxel jsou silné protinddorové latky, bylo prokazano, Ze

e

léCba je Casto doprovazena nezadoucimi vedlejSimi U€inky a rozvinutim rezistence k lékam.

Ay Ry

o ;
paclitaxel =C-CHg

docstaxel H  —0-C(CHy)

Obr. 1: Chemicka struktura paclitaxelu a docetaxelu s ¢islovanim schématu (Mastropaolo et al. 1995)

7. Mechanismus protinadorového U €inku taxan G

Taxany jsou latky stabilizujici mikrotubularni cytoskelet. Dasledkem jejich pusobeni je

zastaveni bunécného déleni a spusténi programované buné&éné smrti.

7.1. Programovand bun é&&na smrt neboli apoptosa

Termin apoptosa (z fec. apoptosis - padani) byl pro oznaceni bunééné smrti, ktera je
morfologicky odliSna od nekrosy, poprvé pouZzit v roce 1972 (Kerr, Wyllie, Currie). Nékteré
jeji slozky ale byly jednozna¢né popsany jiz dfive a samotny vyraz apoptosa pouZivali uz ve
starovéku Hippokratés nebo Galénos pro oznaceni ,pleSaténi“ nebo ,fidnuti kosti“.

K apoptose dochazi vétSinou béhem vyvoje a starnuti organismu. Je také
zodpovédna za normalni obrat bunénych populaci ve tkanich. Odhaduje se, Ze pro udrZzeni
vnitini homeostasy v dospélém lidském téle, umira denné apoptosou asi 10 miliard bunék.
Je to také obranny mechanismus v imunitnich reakcich, pfi poskozeni bunék nemoci nebo
pusobenim Skodlivych latek.

Proces programované bunécné smrti je peclivé regulovany. Abnormality v regulaci

apoptosy maji vyznamnou Ulohu uvzniku Fady patologii v&etné vyvojovych vad,

11



autoimunitnich a mnoha dalSich onemocnéni, mezi které patfi i rakovina. Velmi ¢asto se
v téchto pfipadech jedna o nadmérnou nebo naopak nedostacujici irovern apoptosy.

Rakovina je pfikladem onemocnéni, jez je podminéno poruchou regulac¢nich
mechanismd bunétného cyklu. Muaze jit o extrémni proliferaci bunék, nebo o jejich
nedostate¢nou eliminaci z organismu.

Diky vyzkumu hlistice Caenorhabitis elegans jsou dnes znamy mechanismy zapojené
do procesu apoptosy u sav€ich bunék. PFi vyvoji dospélého jedince hlistice totiz dochazi
k redukci prfesné 131 somatickych bunék z celkovych 1090. Tyto buriky umiraji na

konkrétnich mistech geneticky podminénou bunécnou smrti - apoptosou (Horvitz 1999).

7.1.1. Morfologie apoptosy

Apoptosa je charakterizovana typickymi  morfologickymi  zmé&nami  bunky
a biochemickymi mechanismy zavislymi na energii. V prabéhu apoptosy se burnka zmenSuije,
svraStuje se ji jadro a dochazi k pyknose - kondenzaci chromatinu do kompaktnich shluka.
Pozdéji se rozklada jaderny obal a jadernd DNA je fragmentovdna na malé Useky, cozZ je
odborné nazyvano jako karyorrheze. Je degradovan cytoskelet a burika je separovana do
apoptotickych télisek, ktera jsou fagocytovana makrofagy nebo okolnimi bufkami. Téliska
obsahuji zhutnélé organely se zachovalou integritou, zbytky jadra a jsou obalena
plazmatickou membranou, ktera zabrariuje uvolnéni bunéfného obsahu a chrani tak
mezibunéény prostor pfed kontaminaci a tvorbou z&nétu. Tomu zabranuje také rychla

fagocytosa télisek okolnimi burikami (Elmore 2007).

Nucleus condensing (pyknosis) Nucleus fragmenting (karyorrhexis)

Blebs

Apoptotic body

Phagocyte engulfs
apoptotic bodies

Obr. 2: Apoptosa: morfologické zmény, vznik apoptotickych télisek a jejich fagocytosa okolnimi

bufkami (pfevzato z http://de.wikipedia.org/wiki/Bild:Apoptose-german.png)
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7.1.2. Biochemie apoptosy

Apoptotické burky vykazuji biochemické zmény, které jsou spole€nym rysem jejich
strukturni patologie. Dochéazi pfi nich ke Stépeni proteinl, zlomdm DNA a procesum
vedoucich k fagocytarnimu rozpoznani. VSechny tyto pochody jsou fizeny burikou (Elmore
2007).

7.1.2.1. Kaspasy

V prubéhu apoptosy jsou aktivovany kaspasy - proteasy, které Stépi proteiny na N-
konci v misté kyseliny asparagové. Kaspasy se v bunce vyskytuji v neaktivni formé
(prokaspasy) a aktivace jediné kaspasy muze uvést v ¢innost dalSi prokaspasy. Tato
proteolytickd kaskada, kdy jedna kaspasa spousti dalsi, zesiluje apoptotickou signalni drahu
a tim vede k rychlé smrti buriky.

Hlavni kaspasy dnes délime do dvou zdakladnich skupin na kaspasy iniciacni
(kaspasa-2,8,9,10) a efektorové (kaspasa-3,6,7). Déle jsou znamé kaspasy-11,12,13 a 14,
které maji kazda svou specifickou funkci. Napfiklad kaspasa-14 je exprimovana pouze
v embryonalni tkani (Kang et al. 2002).

Iniciaéni kaspasy jsou aktivovany jako prvni a spousti kaspasy efektorové. Ty potom
Stépi klicové bunécné proteiny (proteiny cytoskeletu, proteiny fidici opravu DNA, proteiny

zabranujici apoptose), a tak bufku rychle a usporadané zabijeji (ElImore 2007).

7.1.2.2. Apoptotické drahy

Apoptosa mulze probihat vnéjSi a vnitfni drdhou. Vné&jSi drahu spousti molekuly
z okolniho prostfedi (napf. toxiny, cytokiny, hormony, ristové faktory, oxid dusnaty), které
interaguji s transmembranovymi receptory, tzv. ,receptory smrti“. Dochazi k aktivaci iniciaéni
kaspasy-8 a kaspasy-10 a k naslednému spusténi apoptotické kaskady. VétSinou dochéazi
i ke spusténi vnitfni drahy, kterd je spojenad s mitochondriemi. Vnitrobuné&na cesta se
spousti v okamziku, kdy je bunka vystavena stresu, jako je napf. plUsobeni radiace,
glukokortikoidd, tepla, nedostatku Zivin &i kysliku nebo posSkozeni DNA. Dochazi pfi ni
k zapojeni stimult nezavislych na ,receptorech smrti“, které vyvolaji intracelularni signaly
pusobici pfimo na cile v bunce. Tyto podnéty zpusobuji zmény na vnitfni mitochondrialni
membrané a vedou k otevfeni kanalu, ztraté membranového potencialu a vyliti cytochromu ¢
Z mezimembranového prostoru do cytosolu. Cytochrom ¢ se poté podili na tvorbé tzv.

apoptosomu a aktivaci iniciani kaspasy-9. Apoptosom je komplex, ktery obsahuje Apaf-1
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protein, extramitochondrialni holo-cytochrom c¢, deoxyadenosintrifosfat a prokaspasu 9
(Chinnaiyan 1999).

Obé drahy konCi v misté exekuc¢ni faze, kdy dochazi ke spusténi efektorovych
kaspas, které aktivuji cytoplasmatické endonukleasy degradujici DNA a cytoskeletarni
proteiny.

Na Fizeni a regulaci apoptosy se podili proteiny rodiny Bcl-2 a vyznamnou ulohu ma
také protein p53. Nedostate¢na ¢i naopak zvySena funkce nebo exprese téchto proteind se

v nemalé mife podili na vzniku nddorového bujeni (EImore 2007).

7.1.2.3. Zavérec€na faze

Pro buriky, které postoupily do zavérecné faze apoptosy a zménily se na apoptoticka
téliska, je typicka exprese bunécnych povrchovych markerd, které vedou k ¢asné fagocytose
okolnimi burikami a makrofagy. NejzndméjSim ligandem pro makrofagy je glykoprotein
fosfatidylserin, ktery se za normalnich podminek vyskytuje ve vnitfni vrstvé plazmatické
membrany. Pfi programované bunécné smrti je enzymem scramblasou pfemistén do vrstvy

vnéjSi a nasledné rozpoznan (Elmore 2007).

7.2. Mikrotubuly

Mikrotubuly jsou zahrnuty v celé fadé buné&nych funkci v€etné bunécné motility,
intracelularniho transportu, udrzovani buné€ného tvaru a mitosy, kdy vytvari délici vieténko,
které zabezpecuje rovnomeérny rozchod chromosomu do dcefinych bunék.

Jsou tvofeny dimery proteind a a B-tubulinu, které jsou schopny nekovalentné vazat
makroergicky guanosintrifosfat (GTP) a vtéto formé asociovat v protofilamenta a dale
v polymery formujici duté, cylindrické trubice — tubuly o praméru 25 nm. Protofilamenta jsou
sloZzena z dimerd a / B-tubulinu vazanych za sebou. Na pficném Fezu je pak patrno 13
tubulinovych podjednotek. Mikrotubuly jsou dynamicky nestabilni struktury s plus koncem (8-
tubulin), na kterém rostou, a minus koncem (a-tubulin), kde dochézi k odbouravani. Neustale
tak osciluji mezi fazi prodluZzovani a zkracovani. Tento pfechod probiha pfednostné na plus
konci a je koordinovan syntesou a hydrolysou GTP. GTP se vaZe na a- i B-tubulin, ale na a-
podjednotce je vazané stabilné a nedochazi tam k jeho hydrolyse. Enzymatickou aktivitou -
tubulinu se GTP &tépi na fosfat a guanosindifosfat (GDP), &imZz dochazi ke zménam
prostorové struktury molekul a jejich vazba do vldken se uvoliuje. Ve volnych dimerech je

GDP opét nahrazeno GTP a znovu dochazi k polymerizaci tubuld.
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Obr. 3: Mikrotubulus (pfevzato z www.bioweb.genezis.eu/.../mikrotubulus.jpg)

Mikrotubuly jsou organizovany plus koncem volné v cytoplasmé smérem k periferii
buiky a minus koncem asociuji s mikrotubularnim organizaénim centrem nebo
centrosomem. Centrosom je charakterizovdn dvéma centriolami, ve kterych se vyskytuje y-
tubulin. Ten vytvari prstenec a ukotvuje vidkno mikrotubulu v centrosomu.

a- a B-tubulinové jednotky mohou mit mnoZstvi izotypickych forem a také mohou
az sedm rGznych izoforem a- a B-tubulinG. Nékteré izotypy se vyskytuji jen v jisté ¢asti téla,
nebo jsou pfitomné jen v urcité fazi Zivotniho cyklu.

S mikrotubuly a volnymi tubulinovymi dimery interaguji ¢etné proteiny, které mohou
ovlivhovat jejich dynamiku. Tyto proteiny se oznacuji jako Microtubule associated proteins
(MAPSs) (Chien, Mark 2008, McGrogan et al. 2008).

7.2.1. Stabilizace mikrotubul G

Taxany maji schopnost polymerovat tubulin bez pfitomnosti GTP, ktery je za
normélnich podminek k polymerizaci nezbytny. Takto vystavéné mikrotubuly jsou neobvykle
stabilni a odolné va¢i depolymerizaci a dochazi k poruSeni jejich dynamické rovnovahy
(Schiff, Horwitz 1981).

Pusobeni taxand ma na burnku nejvétSi dopad v dobé& mitosy, kdy omezuje pohyb
mitotického vieténka. V bufice nemulze spravné probéhnout navazani chromosomud na
kinetochory, coz negativné ovliviiuje jejich rozchod k poldm buriky. Za kontrolu tohoto
procesu zodpovida kontrolni mitoticky bod, ktery je aktivovan pfi kazdém vstupu buriky do
mitosy a zamezuje anafédzi, dokud nejsou vSechny chromosomy spravné pfipojeny
k délicimu vieténku. Signaly kontrolniho bodu jsou generovany z nepfipojenych kinetochor,
které posiluji Cetné proteiny. Pfi zastaveni buné&ného cyklu v této fazi dojde k tzv. uzaméeni
buriky v mitose, vétSinou na pielomu G2 a M faze (McMorgan et al. 2008). Rada studii

naznacuje, Ze prave tento krok je nezbytny pro zahajeni apoptosy.
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7.2.2. Molekularni cil taxan @

Paclitaxel se vaze na p-tubulinovou podjednotku a vyznamné zvySuje dalSi
polymerizaci tubuld (Manfredi et al. 1982, Nogales et al 1995). VaZe se v T-konformaci
v oblasti M-smy¢ky v kontaktu s valin,s, arginingg, a histidiny; / asparagin,, kapsou. T-
konformace stabilizuje lateralni interakci s pfilehlymi a-, B-tubulinovymi molekulami (Rao et
al. 1999, Snyder et al. 2001, Nogales 2000). Zatimco GDP-vazany B-tubulin je nestabilni
a fidi svou depolymerizaci, paclitaxel jej stabilizuje a zabrafuje zkracovani (Schiff, Fant
a Horwitz 1979).

8. Toxicita a rozpustnost paclitaxelu a docetaxelu

Prvni a druh& generace taxanl jsou vysoce hydrofobni latky vyZadujici rozpoustédla
na bazi lipidu k prekonani jejich slabé rozpustnosti. Pro paclitaxel se pouziva smés 50 : 50
polyethyl ricinového oleje - Cremophor®EL (CrEL) a ethanolu a pro docetaxel smés
polysorbate80 (Tween®80) s etanolovym fedidlem (Rowinski et al. 1990, ten Tije et al. 2003).
Pfed infuzi se oba roztoky musi naredit 5-20x fyziologickym roztokem nebo 5% roztokem
glukosy (Rowinski et al. 1990). Je prokdzano, Ze obé rozpoustédla jsou biologicky
a farmakologicky aktivni latky, které mohou vyvolat fadu neZadoucich, Zivot ohroZujicich
acinkd. CrEL uvoliiuje zmék&ovadlo ze standardnich intraven6znich hadi¢ek. Jedna se o di-
2-ethylhexyl ftalat (DEHP), ktery po infuzi indukuje uvolfiovani histaminu a nasledné
hypersenzitivni reakce. Zplsobuje tak akutni pfecitlivélost v€etné dusnosti, navall horka,
periferni neuropatie, vyrazky nebo obecné kopfivky. CrEL paclitaxelova forma tudiz vyZzaduje
specialni infuzni soupravy, aby se minimalizovala expozice DEHP. Hypersenzitivni reakce
muZe vyvolat také polysorbate80, ikdyZz v menSi mife. Hlavné byva spojovan s nékdy
zavaznymi a nevratnymi senzorickymi a motorickymi neuropatiemi. Navic méni fluiditu
membran, coZ vede k zadrzovani tekutin (Miele et al. 2009). Celkova ¢etnost mirnych reakci
u podavani téchto latek je odhadovana na 44 %, s velkymi problémy se pak potyka 1,5 -3 %
pacient (van Zuylen et al. 2001). Lehkym projevam precitlivélosti nezabraruje ani predlécba
kortikosteroidy a histaminem (ten Tije et al. 2003).

Taxany s rozpoustédlem vyZaduji intravendzni podavani. Existuji dukazy o tom, ze
synteticka rozpoustédla pfi podavani staxany sniZzuji G&innost lécby. Konkrétné CrEL
vyvolava tvorbu micel, které obaluji molekuly paclitaxelu a s nim pak cirkuluji v systémovém
obéhu. SniZuje se tak distribuce paclitaxelu a jeho biologicka dostupnost nadorovym
buikam. Bylo také in vitro prokazano, Ze polyethyl ricinovy olej blokuje endotelialni
transcytosu paclitaxelu, kterd je zprostiedkovana albuminovym receptorem (Aapro,
Minckwitz 2008).

16



9. Rezistence k taxan am

Ucinnost lécby ovliviiuje i vznik rezistence (odolnosti) na podavana cytostatika. Nelze
pFehliZet tzv. pfirozenou (primérni) rezistenci neboli sniZzenou citlivost nddord k chemoterapii,
ktera vyplyva z biologickych vlastnosti nadord a liSi se podle jejich histogeneze. Nékteré
nadory (napf. karcinom ledvin, pankreatu) jsou k chemoterapii téméf necitlivé, u jinych typa
(choriokarcinom, nador varlat, nddory u déti) vede terapie cytostatiky k aplnému vyléceni
(Klener 1994).

Druhym typem rezistence je rezistence ziskana (sekundarni), ktera je navozena de
novo jako reakce na prvotni Ié€bu. Muze byt zplsobena vznikem skute€né rezistentni
subpopulace bunék. Taxanova rezistence zahrnuje celou fadu faktor(, které se podileji na
jejim vzniku. NejstudovanéjSimi jsou mutace v tubulinech (a i B), rozdilnd stavba u B-
tubulinovych izotypld, zmény v expresi proteind asociovanych s mikrotubuly a P-
glykoproteinu (Perez 2009).

Prekonani rezistence vuc¢i chemoterapii je dnes v popfedi zajmu Kklinického

i experimentalniho vyzkumu.

9.1. B-tubulinové mutace

VétSina tubulinovych mutaci, které byly dodnes identifikovany, se vyskytuji v genu
HM40 Bl-tubulinového izotypu, v oblasti exonu 4, pouze 2 mutace byly nalezeny v exonu 1
(Berrieman et al. 2004). Napfiklad byly in vitro nalezeny zmény u leucinového zbytku
v oblasti H6-H7 smycky blizko mista vazby paclitaxelu (Wang et al. 2006). Diky této zméné
dochazi k omezeni pfipojeni taxanu, destabilizaci skladani mikrotubulu, a néslednému
vzristu rezistence k cytostatiku. Téchto mutaci je cela fada, jen ve studii ke karcinomu plic
bylo pomoci sekvenéni analyzy exonu 1 a 4 nalezeno 19 -tubulinovych mutaci u 16 ze 49
pacientl (Monzo et al. 1999). VétSina téchto mutaci sniZzuje vnitfni stabilitu cytoskeletarniho

proteinu a kompenzuje tak stabilizaCni U€inek paclitaxelu.

9.2. a-tubulinové mutace
Paclitaxelova rezistence méa také spojitost s mutacemi v a-tubulinu, ale v mensim

rozsahu. Je mozné, Ze tyto mutace ovliviiuji vazbu MAPs na tubulin a tim podmifuji vznik

rezistence (McGrogan et al. 2008).
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9.3. B-tubulinové izotypy

B-tubulin je kdédovan velkou rodinou gend. V C-terminalni doméné proteinu se
nachdzi variabilni Usek, podle kterého se déli do sedmi tfid (BI, Bll, BlII, BIVA, BIVB, BV
a BVI). Skupiny se vyznacuji rozdilnymi vlastnostmi skladani, mikrotubularni dynamiky
a interakci s léky. Bl a BIVB jsou zakladni izotypy, které jsou v bunkéach tvofeny, zatimco
dalSi skupiny se vyskytuji pouze ve specifickych tkanich, napf. BllI-tubulin je vytvafen pouze
v neuronech a v mozku. Tfida Ill a IV ma& pomalejsi skladani a polymerizaci ve srovnani
s tfidou | a Il (McGrogan et al. 2008). Studie ukazaly, Ze mikrotubuly sloZené z €istého BllI-
nebo BIV-tubulinu jsou podstatné méné citlivé k G€inku paclitaxelu nez mikrotubuly z BlII-
tubulinu (Derry et al. 1997).

9.4. Proteiny asociované s mikrotubuly

Proteiny asociované s mikrotubuly (MAPS), které reguluji mikrotubularni dynamiku pfi
interakci s tubulinovymi polymery a mikrotubuly, hraji roli v bunééné citlivosti k antimitotickym
lekam.

Jednim z MAPs je protein Tau, ktery se pfevazné nachazi v neuronech. Mlze se ale
také vyskytovat v gliovych a epitelialnich bunikach. Jeho hlavni funkci je shlukovani tubulinu
a stabilizace mikrotubuld. Protein se podélné vaze k vnitfni i vnéjSi strané mikrotubulu mezi
dvéma sousednimi tubulinovymi dimery na protofilamentech. Bylo zjiSténo, Ze vazebné misto
na vnitini strané mikrotubulu se shoduje s vazebnym mistem pro paclitaxel.

DalSim prfikladem proteinu asociovaného s mikrotubuly je rakovinny protein 18
(stathmin), coz je fosfoprotein destabilizujici mikrotubuly. Vaze se k tubulinovym dimertim
a stimuluje mikrotubularni kriticky bod, ¢imZz dochazi k ndhlé zméné z rastu mikrotubull
v jejich zkracovani. Méni dynamiku mikrotubuld béhem interfaze buné&ného cyklu a mitosy.
Stathmin je exprimovan ve vSech bunéénych typech. ProtoZe jeho G€inek vede k rozpadu
mikrotubult, pusobi proti stabilizaéni funkci taxant a podili se tak na vzniku rezistence.

Vyznamnym proteinem schopnym asociovat s mikrotubuly je i protein MAP4. Je
pritomny ve vSech burikach a stabilizuje mikrotubuly pfi rlstu a zapojuje se do regulace jejich
dynamiky béhem mitosy. Kdyz je MAP4 fosforylovan (inaktivovan), dochazi k jeho uvolnéni
z mikrotubull a dovoluje tak bunce pokracovat v mitose. Nedostateéna regulace nebo
inaktivace MAP4 zvySuje dynamiku mikrotubult a mize podporovat vznik rezistence.

VSechny tyto proteiny jsou kontrolovany fosforylaci proteinovymi kinasami (napf.
PP2A, Cdc2, PAKs). Zmény jejich exprese v nddorovych burikdch vedou ke znémam stability

mikrotubull a navozeni odolnosti k taxanim (McGrogan et al. 2008).
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9.5. Mnoho éetné rezistence

Jednd se ozvlastni druh resistence spole€né pro razna, strukturné odliSna
cytostatika. Kli¢ovym fenoménem mnohocetné rezistence (multiple drug resistence; MDR ) je
nadmérna exprese fosfoglykoproteinu (P-glykoproteinu; P-gp) bunéfné membrany, ktery
patfi do ABC (ATP-binding cassette) proteinové rodiny (Gottesman 2002). Tento
glykoprotein je na energii zavisla pumpa, kter4 odCerpava cytostatika do extracelularniho
prostoru a eliminuje tim jejich toxické pasobeni v burice. P-glykoprotein je produktem genu
MDR1 lokalizovaném na 7. chromozomu. Pfi vazbé substratu v burfice na P-gp je aktivovana
jedna ATP-vazajici doména, dochazi k hydrolyze ATP (spotfeba energie), zmeéné
konformace proteinu a uvolnéni substratu ven z buriky. P-gp muze vazat Sirokou Skalu
hydrofobnich 1é€iv v€etné paclitaxelu (McGrogan et al. 2008).

V lidskych nadorech dochazi k nadmérné produkci téchto ABC transportéra, které
zabranuji efektivnimu Gc¢inku podavanych Iéku.

Paclitaxel se do buriky dostava pasivni difuzi, je vSak substratem pro P-glykoprotein,
ktery ho aktivné odCerpava ven z bunky. Jeho koncentrace v burice je tedy limitovana
mnoZzstvim membranovych pump. Podle meta-analyzy bylo odhadnuto, Ze pfiblizné 40 %

vSech nadorl vykazuje tento typ rezistence (Trock et al. 1997).

10. Nové taxany

Diky své uc€innosti v nadorové tkani se taxany staly nedilnou soucasti 1éCby rakoviny.
Jejich toxické pusobeni na organismus a vznik rezistentnich bunécnych linii vSak velmi silné
ovliviuje Uspésnost terapie, a proto se vyzkum zaméfil na hledani a vytvareni novych forem
taxand. Takovych, které dokazi obejit rezistenci a které budou Setrn&jSi k organismu
z hlediska nezadoucich vedlejSich u¢inka.

Rezistence k chemoterapeutikim je velmi slozitym komplexem mechanismu
probihajicich v jediné bunce. Studie se zaméfuji na prfekonani jednotlivych problém(, a tak
vznika cela fada novych taxanovych variant.

VSechny formy taxan( vyuzivaji stejnou strategii pro navozeni bunééné smrti. Vzdy
se jedna o podporu rastu a stabilizaci mikrotubult, ktera u délicich se bunék zabranuje
dokonceni bunécéného cyklu. Pokud se tedy novym taxanim podafi obejit problémy

s rezistenci, jsou schopny indukovat buné€nou apoptosu zablokovanim buriky v mitose.
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10.1. Peroralni taxany

Ustni podavani taxanovych I&civ je slibnou alternativou nabizejici vice pohodli nez
intravendzni infuze a delSi, nebo kontinuélni plany pro davkovani a jejich podavani. Oralni
forma také eliminuje nutnost syntetickych rozpoustédel pfi podani, které jsou spojeny se
zavaznou toxicitou a snizenym uc¢inkem taxand. Uginek paclitaxelu je vSak ohrozen nizkou
absorpci a aktivnim vylu€ovanim P-glykoproteinovymi transportéry, které ve stfevé zabrariuji
vstfebavani taxanu do krve. Usili o zlepSeni vyuziti oralni formy paclitaxelu se zamé&filo na

soucasnou lécbu s inhibitory P-glykoproteinu (Aapro, Minckwitz 2008).

10.1.1. Tesetaxel (DJ-927)

Tesetaxel (obr. 4) byl jednou z prvnich oralnich forem paclitaxelu, ktery prokazal
protinadorové ucinky v Il. etapé klinickych studii (Syed et al. 2004). Tesetaxel se vaze na B-
tubulinovou podjednotku ve sloZenych mikrotubulech a tim je stabilizuje. Plsobi silné
cytotoxicky v Siroké Skale typU nadorovych bunék. V testech vykazoval mnohem vysSi
ucinnost proti bunéénym liniim s mnohocetnou rezistenci nez paclitaxel (Genta Incorporated
Website, 2010). Klinické zkou3ky byly ale pozastaveny pro komplikace s neutropenii (Syed
et al. 2004).

Obr. 4: Tesetaxel: chemickd struktura (pfevzato z Genta Incorporated Website:

http://www.genta.com/Products_and_Pipeline/Tesetaxel/Mechanism_of Action.html)
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10.1.2. Docetaxel 100 mg s OC144-093

0OC144-093 je silny inhibitor P-glykoproteinud, ktery umoznil lepSi prunik docetaxelu
k nddorové tkani. Pfi studii byl pacientim nejdfive podan docetaxel Ustné spolu s inhibitorem
a odva tydny pozdé&ji nasledovala intravenozni infuze docetaxelu. Relativni dostupnost
docetaxelu aplikovaného peroralné byla 26 % a tento Uspéch byl pfipsdn OC144-093.
Pacienti prosli vétSinou prvnim a druhym stupném neZadoucich a¢€inkd a projevila se u nich

velka farmakokinetick& variabilita v reakci na obé formy docetaxelu (Kuppens et al. 2005).

10.1.3. BMS-275183

BMS-275183 je peroralni forma C-4 methyl uhli¢itanového analogu paclitaxelu, ktera
ma potencial k lé¢bé riznych typl nadorovych onemocnéni (Broker et al. 2006). Jeho
ucinnost a bezpecnost byla hodnocena v I. etapé klinickych zkousek u pacient s pokroc&ilymi
metastazujicimi karcinomy plic. Davka léku byla limitovana periferni neuropatii (Aapro,
Minckwitz 2008).

10.1.4. Paclitaxel poliglumex

Jedna se o biologicky odbouratelny, ve vodé rozpustny polyglutamatovy polymer
s protinadorovym ucinkem. Polyglutaméatové zbytky zvySuji rozpustnost paclitaxelu a posiluji
jeho dostupnost nadoru pfes hyperpermeabilitu cév (Aapro, Minckwitz 2008). Paclitaxel
poliglumex je tak prednostné distribuovan do nadoru. Jakmile se dostane do burky,
proteinovy polymer je rozStépen enzymy a paclitaxel zaCne fungovat jako mikrotubuly
stabilizujici ¢astice. V sou€asné dobé probiha 9 studii ve II. a lll. etapé Klinickych testu
u rdznych typu rakoviny napf. vajecnikd, jicnu, tlustého stfeva &i prostaty (Aapro, Minckwitz
2008).

10.1.5. Paclitaxel s emulzi vitaminu E

Na vitaminu E zaloZena emulze umoZznuje bolusové infuze bez steroidni predlécby
a mlze snizit riziko precitlivélosti. Dale pomaha zvysit penetraci Iéku do nadorové tkané
inhibici P-glykoproteini (National Cancer Institute 2010). V soucasné dobé probiha Il. etapa
klinické studie, ktera hodnoti bezpec€nost a ucinnost emulze (Aapro, Minckwitz 2008).

Bylo také zjisténo, Ze v B-burnikach leukémie 2 tato ¢astice indukuje programovanou
buné&nou smrt vazbou na protein Bcl-2, jehoZ funkci je inhibice apoptosy (National Cancer
Institute 2010).
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10.2. Nové taxany zam éfené na mutace Bl-tubulinu

Béhem studii bylo zjisténo, Ze C3'-fenylova skupina neni nezbytnou sloZkou pro
silnou aktivitu taxant a zmény na C10 nebo C3’ pozici vytvorily slou€eniny o jeden az dva
rady silngjSi, nez byla matefska latka (Ojima et al. 2009). Oznacuji se jako taxany druhé
generace (Ojima et al. 1996). Také zavedeni substituentd (napf. CHz;O, N3, Cl, F) v meta
pozici C2-skupiny udruhé generace taxanl zvySilo uc€innost latky dvakrat az tfikrat
u rezistentnich buné&cénych linii karcinomu prsu (Ojima et al. 1999/6, Ojima et al. 1999/9).

Byly syntetizovany taxany druhé generace se systematickou modifikaci na C10, C12
a C3'N pozici a byla studovana jejich strukturni afinita. Rada téchto taxani vykazovala
mimoradné vysoky potencial vaéi bunécnym liniim s mnohocetnou rezistenci a nékteré
nemély prakticky Zzadné rozdily v a¢innosti na citlivé nebo rezistentni bunééné linie. Tyto
vyjimec€né Uginné taxany se oznaduji jako tzv. taxany tfeti generace (Ojima et al. 2009).

19 (SB-T-1214), 149 (SB-T-121303) a 14i (SB-T-1213031) jsou schopny uc€inné obejit
paclitaxelovou rezistenci plynouci z bodovych mutaci v Bl-tubulinu (Giannakakou et al.
1997). Maji totiz vysokou afinitu k tubulinu a podporuji kompletovani a formovani poc¢etnych,
velmi kratkych mikrotubult v nepfitomnosti GTP a to dokonce rychleji nez paclitaxel. Navic

19 a 14g predvedly dobry toxicky uc€inek u Ctyf bunécnych linii rakoviny pankreatu

s mnohocetnou rezistenci (Ojima et al. 2009).

Obr. 6: Taxan 1l4a-p — chemicka struktura; R® = CH;OC=CH-, CH,=CHCH-, (E)-CH3;0CH=CH-,
CH,=CH(CHy,),-, (S)-2,2-CH30O-cyklopropyl (pfevzato z Ojima et al. 2009)
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10.3. IDN5390 pusobi p Fi expresi t Fidy Il B-tubulinu

Taxan druhé generace IDN5390 (obr. 7) byl vybran pro svou selektivni &innost
v paclitaxel rezistentnich burikdch s nadmérnou expresi Blll-tubulinu. Jeho specifitu Ize
vysvétlit s ohledem na sloZeni B-tubulinového vazebného mista pro taxany. Seriny; v M-
smycce B-tubulinu, ktery interaguje s paclitaxelovou C skupinou u tfidy I, je ve tfidé IIl B-
tubulinu vyméném za argininy,zz. Konformacni zmeény této oblasti zabranuji interakci
paclitaxelu s Blll-tubulinem (Ferlini et al. 2005). IDN5390 je taxan, ktery ma otevienou
strukturu 6-C kruhu baccatinu (Appendino et al. 1997). Diky ni je schopen véazat se na BllI-
tubulin a tim ho stabilizovat.

Tato slou¢enina byla puvodné vybrana pro svou schopnost ovlivnit motilitu
endotelidlnich bunék (Taraboletti et al. 2002). Ma vSak také pfiznivou biologickou
dostupnost, je dobfe snaSena a vykazuje vyznamnou protinaddorovou aktivitu na nadorovych
modelech véetné nadorl s rezistenci k paclitaxelu (Pratesi et al. 2003; Petrangolini et al.
2004).
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Obr. 7: Paclitaxel a IDN5390 — chemickd struktura, u IDN5390 je vidét otevienou strukturu 6-C kruhu
(pfevzato z Ferlini et al. 2005)

10.4. Pfekonani mnoho €etné rezistence novymi taxany

Vyzkum se v této oblasti zaméfuje na taxanové formy, které prekonavaji nadmeérnou
expresi ABC transportért. Cabazitaxel a larotaxel nejsou substraty pro P-gp, a proto
nemohou byt z buriky touto proteinovou pumpou odCerpavany. DalSi cestou, jak obejit
mnohocetnou rezistenci, bylo vytvofenim nanocéastice paclitaxelu vazaného na albumin.
Albumin jako nosi¢ umoznil transport Iéku do nadorové tkané ve znatelné vétSim mnoZzstvi,

nez je tomu u pasivni difaze paclitaxelu.
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10.4.1. Cabazitaxel (XRP6258) a larotaxel (XRP9881)

Cabazitaxel (obr. 8) a larotaxel (obr. 9) jsou nové semisyntetické taxany odvozené
z 10-deacetylbaccatin 11l (Diéras et al. 2008, Atard et al. 2006), proto se vice podobaji
docetaxelu nez paclitaxelu. Podobné jako ostatni taxany vyvolavaji cytotoxicky ucinek
podporou stavby mikrotubuld a jejich stabilizaci, coZz nakonec vede k indukci apoptosy
a smrti buriky. Obé latky vykazuji nizkou afinitu k P-glykoproteinu (Gelmon et al. 2000; Aller
et al. 2000), a tak byly vybrany k lé¢bé nadord s mnohocetnou rezistenci (Pivot et al. 2008).
ProtoZe nejsou z bunék odCerpavany pomoci P-glykoproteinového transportéru, jejich
acinnost neovliviiuje jeho nadmérna exprese. Obé latky vykazuji in vivo protinddorovy ucinek
na vétSiné modeld, napf. B16/TXT melanomu (Gelmon et al. 2000; Bissery et al. 2000)
a maji schopnost prekracovat hematoencefalickou bariéru mozku, coZz muze souviset
s nizkou afinitou k P-gp (Archimbaud et al. 2000; Kurata et al. 2000).

Predklinické studie prokazaly, Ze cabazitaxel byl toxicky pro nadorové bunky se
ziskanou rezistenci k docetaxelu a paclitaxelu a také k nékterym dalSim Iékam, napfr.
doxorubicinu, vinkristinu, vinblastinu (Bissery et al. 2000). V sou¢asné dobé je ve lll. etapé
klinickych testd u pacientl s hormon-refrakternim karcinomem prostaty po terapii zalozené

na docetaxelu.

Obr. 8: Cabazitaxel - chemicka struktura (pfevzato Z http://www.sanofi-

aventisoncology.com/wps/portal/oncology/home/pipeline/cabazitaxel)

. etapa Kklinickych zkouSek larotaxelové Ié¢by byla provedena u Zen s rakovinou prsu
Ié€enou taxany (Diéras et al. 2008). Larotaxel je v sou€asné dobé ve lll. etapé vyzkumu
u pacientd s pokro€ilym nadorem pankreatu a u pacientd s pokrocilym karcinomem

mocoveho méchyre.
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Obr. 9: Larotaxel — chemicka struktura (pfevzato z http://en.wikipedia.org/wiki/Larotaxel)

Bezpecnostni profil obou |ékd je srovnatelny s ostatnimi taxany (Pivot et al. 2008;
Diéras et al. 2008). Odpovéd na lé¢bu u nadord rezistentnich k taxanové 1éCbé byla 19 %
u larotaxelu a 14 % pro cabazitaxel. Oba léky jsou podavany intravenozné a je nutna

premedikace antihistaminiky a kortikosteroidy (Pivot et al. 2008; Diéras et al. 2008).

10.4.2. Paclitaxel vdzany na albumin (ABI-007)

Albumin je pfirozeny nosi¢ endogennich hydrofobnich molekul (jako jsou vitaminy,
hormony a dalSi ve vodé nerozpustné latky), které vaze reverzibilni nekovalentni vazbou
(Hawkins et al. 2008). Navic pomahé& endotelialni transcytose vazanych latek.

Z krve se ke tkani dostava cévami se zvySenou propustnosti, které obklopuji nador.
V intersticiu tumoru se pak albumin akumuluje, protoZe poruchy v odvodu lymfatické tekutiny
Z rakovinné tkané zabranuji jeho névratu do obéhové soustavy (Maeda et al. 2000;
Tiruppathi et al. 1997).

Albumin je ligandem pro 60kDa membranovy glykoprotein (gp60; albondin)
epitelialnich  bunék. Gp60 interaguje s plazmatickym proteinem caveolinem-1,
zprostfedkovavajicim tvorbu transcytotickych vacku = kaveolu. Také protein osteonectin diky
homologii s gp60 vaze albumin. Osteonectin a caveolin-1 jsou proteiny vyskytujici se
v nékterych typech nadora (prsu, plic, prostaty). S jejich pomoci se latky vazané na albumin
dostavaji do bunék (John et al. 2003, Minshall et al. 2003, Vogel et al. 2001; Tiruppathi et al.
1997).

Na zékladé téchto vlastnosti albuminu byly vytvofeny nové systémové preparaty pro
taxany, které jsou bez lipidovych rozpoustédel (Crenophoru).

ABI-007 je biologicky interaktivni nanometrova d&astice, kterd vyuziva unikatni
vlastnosti albuminu k bezpe€nému podavani vysSich davek paclitaxelu s kratSi dobou infuze
(Wiedenmann et al. 2007). Preparat neobsahuje Zadné rozpoustédlo. Je pouZzivan jako

koloidni suspenze z lyofilizovaného paclitaxelu a lidského albuminového séra nafedénd
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fyziologickym roztokem (0,9% NacCl). Lidsky albumin stabilizuje &astice Iéku v prGmérné
velikosti 130 nm, ktera brani jakémukoliv riziku ucpani kapilar a nevyZaduje Zadné specialni
infazni systémy nebo predlécbu steroidy ¢i antihistaminiky (Desai et al. 2006).

Diky akumulaci ve tkani dochazi k dlouhodobému vystaveni rakovinnych bunék
pusobicim lékam. Cilem je poskytnout vySSi koncentraci 1éCiva rakovinné tkani a tim zvySit
acinek na nador. SniZuje se tim také systémova toxicita (Maeda et al. 2000; Tiruppathi et al.
1997).

Predklinické studie provedené na mysich s lidskym naddorem prsu ukézaly, Zze ABI-
007 mé& vyssSi penetraci do nadorovych bunék a zvySenou protinadorovou aktivitu ve
srovnani se stejnou davkou standardniho paclitaxelu (Desai et al. 2006, Desai et al. 2002).

V I. etapé Klinické studie, ktera se uskutecnila na 19 pacientech s pevnym nadorem
a rakovinou prsu ukazala maximalni toleranci davky ABI-007 o 70 % vy35i neZz u CrEL-
paclitaxelové formy. Davka byla limitovana toxicitou (senzorické neuropatie, stomatitida, o¢ni
toxicity). U zadného z pacientl se neobjevila precitlivélost (Ibrahim et al. 2002).

Vyznamnou protinadorovou aktivitu ABI-007 u pacientl s metastazemi rakoviny prsu
potvrdila 1l. etapa zkou3ek. Nebyly zaznamenany Zadné zavazné vedlejSi U€inky a dalSi
obecné toxicity spojené s taxany byly méné ¢asté a méné intenzivni (Ibrahim et al. 2005).

Ve velké studii Ill. etapy byly pozorovany pfiméfené toxické davky ABI-007 (260
mg/m?) a CrEL-paclitaxelu (175 mg/m?) na 454 pacientech s rakovinou prsu s metastazemi.
ABI-007 byl i v této studii ucinnéjsi (37 %) nez CrEL-paclitaxel (15 %) a jeho toxicita byla
opét vyrazné nizsi (10 % oproti 21 %) i pfes davku, ktera byla pfiblizné o 50 % vySSi. Pouze
3. stupen senzorické neuropatie se ve skupiné lé¢ené ABI-007 vyskytoval Castéji (20 %
oproti 10 %) (Gradishar et al. 2005).

Navic ABI-007 prokazal silnou protinddorovou aktivitu v kombinaci s radioterapii. Tyto
ucCinky byly dosaZzeny bez zvySené toxicity pro normdlni tkané u davky 1,5x vysSi, nez je
standard pro lIé¢bu paclitaxelem (Wiedenmann et al. 2007).

Nedéavno byla tato formulace Iéku schvéalena US Food and Drug Administration pro

uZiti u pacientt s predlééenou metastatickou rakovinou prsu.

26



11. Zaveér

Taxany jako cytostatické léky jsou dnes standardné pouZzivany v lécbé Fady
nadorovych onemocnéni. PrestoZze se vétSinou pouZivd kombinovana IéCba a ani
chemoterapie neobsahuje pouze jediné léCivo, ale vétSinou mix vice lékd, hraji stale
nezanedbatelnou roli. A to uz od devadesétych let, kdy byl paclitaxel jako 1€k schvélen pro
klinickou praxi. Bohuzel i pfi jeho vysoké ucinnosti dochazi béhem Ié€by k fadé komplikaci.
z nejucinnégjSich lékd rakoviny, proto je tfeba jejich zdokonalovani a hledani takovych variant,
které budou mit maximalni a€innost a zarover budou Setrné k organismu pacienta.

Konecnym protinddorovym efektem je indukce apoptosy v nadorovych burikéach.
Detailni mechanismy indukce apoptosy taxany nejsou stale plné znamé, je v3ak jisté, Ze
stabilizaci mikrotubult zabranuji vytvoreni déliciho vieténka béhem bunééného cyklu a
naslednému spravnému rozchodu chromozomu k opaénym pélam buriky. To ma za nasledek
zablokovani bunky v mitose a nasledné spusténi mechanismi vedoucich k apoptose.
VSechny formy taxanu funguji na stejném principu stabilizace mikrotubularni dynamiky. Proto
je hlavnim cilem vyvoje novych taxanl zejména prekonani problému spojenych s Ié€bou
dvou nejcastéji aplikovanych taxanovych preparatl - paclitaxelu a docetaxelu.

Jednou ze stale se rozvijejicich cest je vznik peroralnich taxan(. Diky dstnimu
podavani by mohlo byt u této skupiny mozné opustit od intravendzni infuze, coz by bylo
pohodIné&jSi nejen pro pacienty, ale také pro lékafe. DalSi vyhodou tohoto typu aplikace je
eliminace rozpoustédel na béazi lipida, které jsou zodpovédné za hypersenzitivni reakce
u pacient a snizeni G€inku Ié€by standardné podavanych davek paclitaxelu. Je vSak nutné
zaroven podavat inhibitory P-gp, aby se zajistila transcytosa Iéku pres stfevni epitel do
krevniho obé&hu. Mezi peroralni preparaty zaloZzené na taxanech patfi tesetaxel, docetaxel
100 mg s OC144-093, BMS-275183, paclitaxel poliglumex a paclitaxel s emulzi vitaminu E.
Zatim nejlépe se ztéto skupiny osvédCil paclitaxel poliglumex u néjz probihaji klinické
zkousky lll. etapy u rdznych typa nadord. Kombinace paclitaxelu s emulzi vitaminu E je
v soucCasnosti v Il. etapé zkouSek, kde se hodnoti jeho bezpelnost. Pro terapii pokrocilého
metastazujiciho karcinomu plic je vsouCasné dobé v testovani peroralné aplikovany
taxanovy derivat BMS-275183.

ProtoZe je mnoho typua de novo vzniklych rezistentnich nadoru, je i vyzkum novych
taxanll zaméren vice sméry. Hledaji se takové formy latek, které dokazi u¢inné reagovat na
noveé vzniklé situace v nadorovych bunkach.
expresi Blll-tubulinu. Diky otevienému 6-C kruhu ve struktufe taxanu je schopen se vazat na

vazebné misto Blll-tubulinu. V nadorech, kde diky zménam v expresi tubulinovych izoforem
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vznikla rezistence k paclitaxelu, je potom G¢innym cytostatikem a muze UspéSné nahradit
standardni taxanovou Ié€bu. Zatim vSak nebyl klinicky testovan.

Nadmeérna exprese P-gp nebo mutace v Bl-tubulinu jsou dalSimi dulezitymi problémy
léCby rakoviny. Bodové mutace v B-tubulinu nejcastéji zpusobuji jeho vétSi dynamickou
nestabilitu, ktera pak kompenzuje stabilizani G€inek taxant. Nové taxany druhé a tfeti
generace 19, 14i, 149 jsou schopny nékolikanasobné G¢€innéji nez paclitaxel formovat kratké
mikrotubuly za nepfitomnosti GTP. Jejich stabiliza¢ni ucinek je tak zna¢né intenzivni a od ngj
se odviji vétsi toxicita pro nadorové buriky.

Jednim z hlavnich Ukold dnesniho vyzkumu Iéku rakoviny je najit zpusob, jak obejit
mnohocetnou rezistenci u populaci nddorovych bunék. Tato odolnost totiz neni sméfovana
pouze proti jednomu typu lékl, napf. taxanim, ale proti celé Ffadé dalSich strukturné
odlidnych cytostatik. Hlavni pfi¢inou mnohocCetné rezistence je nadmérna exprese ABC
transportérd, zejména P-glykoproteinu. S konkrétnim cilem vyhnout se tomuto problému
vznikly nové taxany larotaxel a cabazitaxel a nanometrova ¢astice paclitaxelu vazaného na
albumin. Larotaxel a cabazitaxel se zaméfuji pfimo na P-glykoprotein. Jejich hlavni vyhodou
je, Ze nejsou substratem této velmi G&inné proteinové pumpy. Nadmérna exprese P-gp tedy
neovliviiuje jejich koncentraci a nasledny efekt v burice. Obé IéCiva jsou nyni ve lll. etapé
klinického zkousSeni.

Paclitaxel vazany na albumin vyuZiva jinou strategii pfekonani mnohocetné
rezistence. Albumin je zde wvyuZit jako nosi¢ léku, ktery pro své vlastnosti umozruje
proniknout do nadoru mnohem vySSi koncentraci cytostatika neZz je mozné dosédhnout
standardni cestou infuze. PFestoZe je tedy paclitaxel substratem P-gp a je stale z bunék
odCerpavan, jeho vysoka vnitini koncentrace zajiStuje dostateCny toxicky ucinek na
mikrotubularni cytoskelet. Jako jediny z novych taxanu byl tento preparat pro |é¢bu rakoviny
schvélen US Food and Drug Administration (Sprava potravin a léCiv, USA).

Nadorova onemocnéni jsou celosvétovym problémem a i pfes velké pokroky v oblasti
terapie a diagnostiky je fada nadoru stéle nelécitelna. Diky novym metoddm jsou sice
k dispozici prostfedky, které nemocnym davaji nadéji na dlouhodobou remisi, pokud se vSak
nenajdou léky, které by zajistily Uplné vyléCeni, bude vefejnost brat diagnostikovanou
rakovinu stale jako rozsudek smrti. Proto je dllezité se této oblasti dale vénovat. Taxany jsou

sice jen dalSi z fady testovanych I€Civ, ale své misto v terapii stale maji.
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