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Lékova rezistence patfi v souCasnosti kjednomu zhlavnich problému
chemoterapie. Nadorové buriky jsou schopny pomoci rdznych mechanismu
odolavat ucinkim cytostatik, coz vede k selhani protinadorové terapie. Snaha
popsat nové mechanismy rezistence a vyvinout nové terapeutické postupy
omezujici tuto terapeutickou prekazku je logicky predmétem mnoha studii.
Aktivita biotransformaénich enzymu a nasledné snizeni intracelularni
koncentrace cytostatika patfi mezi jeden z mozZnych mechanismu
farmakokinetické rezistence. Na ochrané nadorovych bunék se podili jak enzymy
., tak Il. faze biotransformace. Cytochromy P450 jako hlavni enzymy |. faze hraji
roli v metabolismu fady cytostatik a vysledkem jejich aktivity je vznik cytotoxicky
aktivnich &i neaktivnich metaboliti. ZvySena exprese v nadorech a zapojeni
jednotlivych isoforem do celkového metabolismu cytostatika, jeZ je danou formou
deaktivovano, se zda byt jednim z davodu pfispivajicich k selhavani standardni
protinadorové lécby. Zhodnoceni realného dosahu tohoto jevu je bohuzel velmi
nesnadné kvuli nékolika skuteCnostem, mezi néz lze zaradit zejména
komplikovanost metabolickych pfemén, interindividualni rozdily v nadorové
specifické expresi enzymU a také to, Ze rezistence je komplexni jev zahrnujici
celou fadu dalSich mechanismd, které se na ni podili a ve vysledku vyustuji v
selhani terapie. PodrobnéjSi popis souvislosti mezi intratumoralni expresi
biotransformacnich enzymud, metabolismem cytostatika a jeho pfFipadnym
ovlivnénim by mohl pomoci optimalizovat farmakoterapii u pacientd s nadorovym

onemocnénim.



Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmacology & Toxicology
Student: Anna Giannitsi

Supervisor: RNDr. Jakub Hofman, Ph.D

Title of diploma thesis: The role of biotransformation enzymes in the

resistance of cancer cells against standard cytostatics

Drug resistance is currently one of the major problems of chemotherapy. Tumor
cells are able to defend themselves against the effect of cytostatic drugs due to
various mechanisms which leads to a failure of anticancer therapy. The effort to
describe new mechanisms of resistance and to develop new therapeutic
methods, which would limit this therapeutic obstacle, is logically the subject of
many studies. The activity of drug metabolizing enzymes and the subsequent
decrease of intercellular concentration of anticancer drugs belongs to one of the
possible mechanisms of pharmacokinetic resistance. Enzymes of |. and Il. phase
of biotransformation participate in this phenomenon. Cytochromes P450, main
enzymes of the |. phase, play a major role in the metabolism of many cytostatic
agents producing either pharmacologically active or inactive metabolites.
Increased expression in tumors and the involvement of individual isoforms into
the overall metabolism of cytostatic, which is deactivated by their activity, seems
to be one of the reasons that contribute to the failure of standard anticancer
therapy. The evaluation of the actual impact of this phenomenon is unfortunately
very difficult due to many factors, mainly including complexity of metabolic
pathways, interindividual differences in tumor-specific enzyme expression and
also the fact that drug resistance is a complex phenomenon that is mediated by
a number of other mechanisms which, all together, lead to the failure of therapy.
Detailed description of relationships between intratumoral expression of
biotransformation enzymes, the metabolism of anticancer drugs and its eventual

modulation could help optimize pharmacotherapy in oncological patients.
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1. Seznam zkratek

ABC

AhR

ATP

BCRP

CAR

CYP450

GH

GIT

GR

GST

MDR

MRP

NADPH

NAT

PAH

PPARs

PXR

SRS

SULT

TPMT

UDP

UGT

ATP-binding cassette
Aryluhlovodikové receptory
Adenosintrifosfat

Breast cancer resistance protein
Konstitutivni androstanovy receptor
Cytochrom P450

Rustovy hormon

Gastrointestinalni trakt
Glukokortikoidni receptor
Glutathion-S-transferaza

MnohocCetna |ékova rezistence z anglického terminu multidrug

resistance

Multidrug resistance associated protein
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
N-acetyltransferaza

Polycyklické aromatické uhlovodiky
Receptory aktivované peroxizomovymi proliferatory
Pregnanovy X receptor

Misto rozpoznavajici substrat
Sulfotransferaza

Thiopurin S-methyltransferaza
Uridindifosfat

UDP-glukuronosyltransferaza



2. Uvod

Chemoterapie spole¢né s radioterapii a chirurgickou IéCbou patfi mezi
nejvyznamnéjsi léCebné metody nadorovych onemocnéni. Ta se ve svété rfadi k
jedné z hlavnich pfi€in umrti. Vysledky léCby a progndza pacientd s malignim
onemocnénim ¢asto nebyvaji optimistické a nadoroveé bunky si postupné vytvari
rezistenci témérf ke vSem znamym Kklinicky uzivanym cytostatikim, a to
prostfednictvim rdznych mechanism(. Lékova rezistence predstavuje velky
problém terapie, ale také velkou vyzvu pro vyzkum. Mezi jeho hlavni cile tak patfi
snaha objasnit nové mechanismy rezistence nadorovych bunék na IéCbu

cytostatiky a vyvoj novych modulatora, které by tyto mechanismy prekonaly.

Detoxifikacni systém se fadi mezi farmakokinetické mechanismy rezistence a
jeho hlavnimi aktéry jsou biotransformacni enzymy. Témér vSechna cytostatika
jsou metabolizovana pomoci enzymu |. a Il. faze biotransformace. Vyznam
cytochromui P450 pfi metabolismu je nezastupitelny. Jsou to kliCové enzymy
reakci |. faze biotransformace a maji dulezitou roli pfi aktivaci €i inaktivaci rady
léCiv. ZvySena exprese téchto enzyml tak muze mit za nasledek urychleni
eliminace v takové mife, Ze IéCivo nedokaze dosahnout svého cile a vyvinout
pozadovany efekt. K témto reakcim nejCastéji dochazi v jatrech, ve stfevé a v
dalSich metabolicky aktivnich tkanich. DalSim moznym mistem probihajicich
biotransformacnich reakci mohou byt nadorové bunky. Védci se tak zacali
zabyvat intratumoralnimi biotransformacnimi enzymy a jejich moznou roli v

rezistenci vici cytostatikim.

Cilem této prace je shrnout poznatky o vyskytu biotransformacénich enzymd,
pfedevsim cytochromd P450, v nadorovych burikach a jejich roli v metabolismu

cytostatik a farmakokinetické lékové rezistenci.



3. Biotransformace léciv

Biotransformace je proces katalyzovany enzymy, pfi kterém dochazi k chemickeé
pfeméné molekuly l|éCiva Ci jiného xenobiotika za ucelem zvySeni jeho
rozpustnosti ve vodé a nasledné snazSimu vylou€eni z organismu. Spole¢né s
absorpci, distribuci a exkreci je biotransformace (metabolismus) soucasti
farmakokinetiky, ktera se jakozto véda zabyva osudem léCiva v organismu po
jeho podani. Produktem metabolické pfemény je metabolit, ktery mize mit
vyrazné zvySenou farmakologickou aktivitu (latka je podavana ve formé
proléCiva, tedy v neaktivni formé&), pfipadné se biotransformace muize projevit
vznikem toxického metabolitu a naslednym poSkozenim organismu, ve vétsiné
pfipadl vSak dochazi ke vzniku méné farmakologicky aktivniho ¢&i upiné

neaktivniho produktu.’

Hlavni cestou eliminace 1éCiv je renalni exkrece a biotransformace.?
Biotransformaci lze rozdélit na dvé faze. |. fazi, tzv. nesyntetickou, zahrnuijici
reakce cytochrom P450 (CYP450) oxidaci, redukci a hydrolyzu a na Il. fazi, tzv.
syntetickou, kam patfi konjugace (nejCastéji se jedna o glukuronidaci). Obé faze,
zejména pak druha, snizuji lipofilitu 1éCiva a usnadriuji exkreci.® Biotransformace
ma u velkého poctu I1éCiv znaény podil na jejich eliminaci. LéCiva vSak mohou byt

vylou€ena z organismu i v nezménéneé podobé.

Priblizné procentualni zastoupeni jednotlivych eliminacnich cest u klinicky

uzivanych |&Civ je uvedeno v tabulce (Tab. 1).

Tab. 1 Procentualni zastoupeni jednotlivych cest eliminace.

Cesta eliminace Vyskyt v %
Renalni exkrece (nezménéna forma) 25
CYP450 metabolismus

e CYP3A4 30

e CYP 2D6 20

e CYP 2C9/19 10
Glukuronidace 10
Ostatni 5

Pfevzato z: 2



3.1 |. faze biotransformace

Nesynteticka faze zahrnuje reakce oxidacni, lokalizované vyhradné v
endoplazmatickém retikulu, které jsou katalyzovany CYP450. Pfi téchto reakcich
dochazi k zavedeni kysliku do molekuly IéCiva. Jako pfiklad I1ze uvést hydroxylaci,
O-dealkylaci a N-oxidaci. DalSim druhem jsou reakce redukéni, které maji u
Clovéka mensSi vyznam a zakladnimi typy jsou azoredukce, nitroredukce a
ketoredukce. Posledni skupinou reakci fadicich se do |. faze biotransformace
jsou reakce hydrolytické, nezavislé na CYP450, probihajici mimo

endoplazmatické retikulum, napfiklad hydrolyza esterd nebo amidu.’

V této fazi dochazi k zavedeni polarni funkéni skupiny do molekuly |éCiva, tim se
metabolit stava zpravidla reaktivnéjsi. Hydrofilita I€Civa se zvySuje pouze mirné
nebo vibec. Takto pozménéné molekuly jsou schopny konjugace, tedy Il. faze
biotransformace.! Ne vzdy légivo podstoupi Il. fazi biotransformace, pfipadné
muze byt z organismu vylou¢eno v celkové nezménéné podobé. Nasledujici

schéma (viz Obr. 1) popisuje osud |éCiva v organismu.
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Obr. 1 Vztah mezi absorpci, distribuci, metabolismem a eliminaci lé¢iva v lidském
organismu. Prevzato z: *



3.2 Il. faze biotransformace

Tato faze je také nazyvana fazi syntetickou. Produkty reakce |. faze, nyni jiz
osahuijici reaktivni funkéni skupinu, vstupuji do Il. faze metabolismu a jsou
spojeny s endogennimi molekulami, jako jsou kyselina glukuronova, sulfat,
glycin, acetat, methyl a glutathion. Konjugovany jsou v nékterych pfipadech i
parentni formy IéCiva. Vznikd metabolit znamy téZz pod nazvem konjugat. Na
rozdil od |. faze biotransformace je ve vétSiné pfipadd vyrazné pozmeénéna
chemicka struktura molekuly lé¢iva.> Zatimco glukuronidace a glutathionylace
vyrazné zvysuji hydrofilitu i molekulovou hmotnost Ié€Civa, u dalSich syntetickych
reakci Il. faze biotransformace tomu tak byt nemusi. Syntetické rekce se
odehravaji pfevazné v jatrech, kde dochazi ke vzniku hydrofilniho a zpravidla
farmakologicky neaktivniho metabolitu.> Enzymy ucastnici se |Il. faze
metabolismu fadime do skupiny transferaz.® Mezi nej¢astéjsi konjugacéni reakce
pfi biotransformaci xenobiotik patfi glukuronidace, sulfatace, N-acetylace,
methylace a konjugace s glutathionem.® Tyto reakce budou podrobnéji popsany

v nasledujicich kapitolach.
3.2.1 Glukuronidace

Pfi glukuronidaci je kyselina glukuronova pfenesena na atom molekuly IéCiva (N,
O nebo S), ktery je bohaty na elektrony a vytvafi se amidova, esterova nebo
thiolova vazba.® Reakce je katalyzovana rodinou enzym( uridindifosfat-(UDP)-
glukuronosyltransferazami. Tyto enzymy jsou lokalizovany v endoplazmatickém
retikulu a liSi se ve svych cDNA sekvencich.® Vedle nejc¢astéji se vyskytujicich
jaternich UDP-glukuronosyltransferaz (UGT) jsou UGT lokalizovany také
mimojaterné a to napriklad v tenkém stfevé, plicich a ledvinach.” Glukuronidace

AT D &4

vyznamnou roli v metabolismu endogennich molekul.®
3.2.2 Sulfatace

Pfi sulfataci dochazi ke spojeni cizorodé latky nebo endogenni molekuly se
sulfatem. Donorem sulfatu je 3’-fosfoadenosin-5’-fosfosulfat a reakci katalyzuje
rodina enzymu nazyvanych sulfotransferazy (SULT). Byly identifikovany dvé tfidy
SULT. Prvni tfida SULT je vazana na membranach v Golgiho aparatu a jejim



ukolem je sulfatace peptidd, proteinl a lipidu, oproti tomu druha tfida SULT se
vyskytuje v cytosolu a je zodpovédna za sulfataci xenobiotik a menSich

endogennich molekul.®
3.2.3 N-Acetylace

N-acetylace je hlavni cesta biotransformace u slou€enin obsahujicich aromaticky
amin (Ar-NH;) nebo hydrazin (Ar-NH-NH,). Molekula IéCiva je pfevedena na
aromaticky amid, pfipadné hydrazid. Reakci katalyzuje N-acetyltransferaza
(NAT) pro jejiz Cinnost je nutny kofaktor acetyl-koenzym A, ktery je zdrojem
acetylu. U Clovéka se NAT vyskytuje ve dvou formach, NAT1 a NAT2, které

vykazuji rozdilnou substratovou specifitu a lokalizaci.’
3.2.4 Methylace

Thiopurin  S-methyltransferaza (TPMT) je enzym katalyzujici S-methylaci
aromatickych heterocyklickych slou¢enin. Tento enzym je dulezity napfiklad pro

inaktivaci cytostatik a imunosupresiv jako jsou 6-merkaptopurin a azathioprin.®
3.2.5 Konjugace s glutathionem

Pri této syntetické reakci dochazi ke spojeni molekuly xenobiotika s tripeptidem
glutathionem za uc€asti enzymO glutathion-S-transferaz (GSTs). GSTs hraji
dllezitou roli v detoxikaci polyaromatickych uhlovodikl. Jednou z hlavnich funkci

GSTs je ochrana bunék vudi oxidaénimu stresu.®

Pfiblizné zastoupeni jednotlivych reakci Il. faze biotransformace v metabolismu

|éCiv shrnuje nasleduijici graf (viz. Obr. 2).



NATs

TPMT

Obr. 2 Zastoupeni jednotlivych reakci Il. faze biotransformace. Pievzato z: ©

Vysledkem biotransformace touto cestou jsou molekuly se zvySenou rozpustnosti
ve vodé, které nemohou snadno difundovat pfes bunééné membrany. K pfestupu
vyuzivaji transportéry a dodani energie ve formé ATP. Konjugaty jsou
transportovany do krve a z organismu vylouceny ledvinami nebo ZluCi. Pfi
vylu€ovani konjugatu léCiv zlu¢i maze bakterialni aktivitou dochazet v tenkém
stfevé k jejich rozkladu a nasledné reabsorpci parentni formy IéCiva, coz je
oznacovano jako tzv. enterohepatalni obéh. Tento jev vyrazné prodluzuje

setrvani lé¢iva v organismu.®

Pro jednodussi pochopeni a pfedstavu o biotransformaci je zde uvedeno

nasledujici schéma (viz Obr. 3).
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Obr. 3 Schéma jednotlivych kroka biotransformace. Modifikovano dle: "



| pfesto, Zze enzymy katalyzujici reakce v ramci Il. fazi biotransformace hraji
v metabolismu vyznamnou roli, nejsou tak ¢astym predmétem klinickych studii
jako CYP450, na kterych dochazi k velkému mnozstvi interakci®, a proto se jim

bude vénovat podrobnéji nasledujici kapitola.



4. Cytochromy P450 (CYP450)

Cytochromy P450 jsou enzymy katalyzujici oxida¢ni, peroxidacni a redukcni
reakce."” U Glovéka hraji vyznamnou roli v |. fazi biotransformace'?, ovliviuji
farmakodynamickou aktivitu vétSiny I€Civ, pfi¢emz tvofi pfibliZné 80 % oxidacniho
metabolismu a 50 % eliminace u bézné klinicky uzivanych lédiv.'® Jedna se o
evolucné velmi staré hemoproteiny vychazejici zjednoho genu CYP450
archebakterii, ze kterého se za vice nez 1,5 miliardy let vyvinulo ohromné
mnozZstvi genl kddujicich jednotlivé isoformy CYP450.'* Muzeme je pozorovat
v kazdém zivém organismu, a to u eukaryot i prokaryot. VSechny CYP450
enzymy vykazuji podobné strukturni rysy a mechanismus ucinku, nicméné u
jednotlivych isoforem se vyskytuji vyrazné specifické rozdily v detailni funkci,
substratové specifité a struktufe.’® Z enzymologického hlediska Ize CYP450
zaradit do  skupiny NADPH-O2 dependentnich  monooxygenaz'

se systematickym EC ¢islem 1.14.14.1.76

Nazvoslovi jednotlivych enzymU obsahuje zkratku CYP, za kterou nasleduje
arabska Cislice, ktera urCuje rodinu enzyml a mize poukazovat na jejich funkci,
dale velké pismeno urCujici podrodinu a nasledné arabska Cislice specifikujici
jednotlivého ¢lena podrodiny CYP450" (viz. Obr. 4).

P450 2C8
P450 2C | _ceo,
P450 2 | _ 400, [P4502C9
All P450 2A
P450s —
P450 1

Obr. 4 Schéma znazornuje nomenklaturu CYP450. Prevzato z: 17



4.1 Struktura CYP450

Jak jiz bylo zminéno, jedna se o hemoproteiny, tedy proteiny spojené s hemovou
prostetickou skupinou, ktera obsahuje atom Zeleza. Ten je schopny podstoupit
vratnou oxidaéni nebo redukéni reakci.' Kazdy ¢len rodiny CYP450 je slozen
nejméné ze dvou proteinovych sloZek a jedné lipidové. Hemoprotein, flavoprotein
(NADPH-cytochrom reduktaza) a fosfatidylcholin. Aktivni ¢ast CYP450 obsahuje
centrum s hemovym Zelezem, které vaze substrat, aktivuje kyslik a poté
katalyzuje zavedeni aktivovaného kysliku do substratu. NADPH-cytochrom
reduktaza funguje jako nosi¢ pro prenos elektroni z NADPH na CYP450.

Fosfatidylcholin tento pfenos usnadriuje.

Katalyticky cyklus, pfi kterém je do molekuly IéCiva zaveden aktivovany kyslik,

se sklada nejméné ze 6 reakci (viz. Obr. 5):

. Substrat je navazan na Zelezitou (Fe IlI*) formu enzymu.

. Jeden elektron je pfenesen z NADPH-CYP450 reduktazy na Zelezo, které je
ve formé Fe IlI* za vzniku Zeleznatého (Fe II*) komplexu enzym-substrat.

3. Redukovany CYP450-substrat komplex vaze O, a vytvafi terciarni komplex

s O, vazanym na Zelezo.

Druhy elektron je adovan na terciarni komplex pomoci reduktazy.

Vznik molekuly vody.

Vznik produktu, oxidovaného substratu.'®

N —

2

10
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Obr. 5 Schéma katalytického cyklu. Pfevzato z: 18

Obecné Ize katalytickou reakci zapsat jako:

RH + O2 + NADPH + H*— ROH + H20 + NADP*

Lidské CYP450 enzymy vykazuji evolu¢né vyrazné zachovalou prostorovou
sekundarni strukturu, podobnou bakterialnim CYP450.'® Zachovalé strukturni
jadro se sklada ze Ctyr helixovych svazku. Tfi z nich jsou usporadany paralelné
a znadi se D, L a I. Ctvrty, antiparalelni, je oznaeny E. Hemova prosteticka
skupina se nachazi mezi helixy | a L.2° Nejzachovalejsi ¢ast obsahuje cysteinovy
zbytek, ktery poskytuje thiolatovy ligand pro hemové Zelezo, tato ¢ast je navic
zodpovédna za charakteristickou absorbanci pfi 450 nm a tim udava nazev celé

skuping.2°

Bylo identifikovano $est mist rozpoznavajicich substrat (SRS), ktera jsou
zodpovédna za rozpoznani substratu a za jeho vazbu. Struktura CYP450 je
uvedena na obrazku (viz Obr. 6).
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Obr. 6 Struktura cytochromu P450. Obrazek znazornuje jednotlivé helixové svazky a mista
rozpoznavajici substrat (SRS). Prevzato z: 20

Schopnost téchto enzymu interagovat s velkym mnozstvim substratd je dana
CasteCnou plasticitou proteint. Strukturni flexibilita se nevyskytuje pouze
u jednotlivych isoforem, ale i u konkrétniho enzymu v pfitomnosti rozdilného

ligandu.™

CYP450 se vyskytuji v riznych formach, ty jsou fazeny do genetickych rodin a
podrodin podle miry homologie jejich primarni struktury, tedy pofadi jednotlivych
aminokyselin. Do stejné rodiny nalezi ti zastupci, u kterych byla nalezena vice
nez 40 % homologie aminokyselinové sekvence, do stejné podrodiny pak ti, ktefi
vykazuji homologii vice nez 60 %."* Jednotlivé rodiny a podrodiny se neli§i pouze

strukturou, ale také napfiklad lokalizaci v lidském téle.

4.2 Lokalizace a funkce cytochromi P450

CYP450 enzymy se nachazi prakticky ve v8ech tkanich, avsak jatra jsou mistem

s nejvétSim vyskytem a zaroven nejSirSim zastoupenim jednotlivych CYP450
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isoforem. DalSi vyznamna mista vyskytu jsou gastrointestinalni trakt, plice,

mozek, srdce, kuize?! a dle nékterych studii dochazi ke zvySeni exprese CYP450

v nadorovych burikach.?? Jsou lokalizovany prevazné v membranach hladkého

endoplazmatického retikula, nékteré rovnéz v membranach mitochondrii.

Lokalizace jednotlivych isoforem spolecné s jejich typickym substratem je pro

prehlednost uvedena v tabulce (Tab. 2).

Tab. 2 Lokalizace jednotlivych isoforem cytochromi P450 a jejich typické substraty

CYP Lokalizace Typicky substrat
1A1 plice, ledviny, polycyklické aromaticke
gastrointestinalni trakt (GIT), uhlovodiky (PAH)
placenta, kuze, lymfocyty
1A2 jatra aromatické aminy, PAH,
kofein
1B1 ledviny, kiiZe, prostata, PAH
déloha, lidsky plod, (prsni
zlazy), mozek, jatra
2A6 plice, jatra kumarin, steroidy
2B1/2 mozek morfin
2B6 plice, GIT, jatra, srdce nikotin
2C8 jatra, ledviny retinoidy, taxol
2C9/10 jatra diklofenak, tolbutamid
2C19 jatra, srdce omeprazol, diazepam
2D6 GIT, jatra, mozek srdce antidepresiva, -
blokatory
2E1 jatra, plice, placenta, srdce, etanol, nitrosaminy,
kostni dfen paracetamol
3A4/5 ledviny, déloha, plod, plice,  blokatory kalciovych
GIT, placenta, lymfocyty kanalu, cyklosporin,
paracetamol, taxol,
steroidy a fada dalSich
3A7 plod, placenta isomery kyseliny retinové

Pfevzato z; 15,14
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Hlavni funkci CYP450 je metabolismus cizorodych latek v€etné 1€Civ, které jsou
v fadé pripadu toxické.™ Podili se tak na aktivni ochrané organismu, coZ souvisi
s jejich lokalizaci v tkanich kontrolujicich absorpci, distribuci a exkreci. Zatimco
absorpce muze byt aktivitou enzymi CYP450 ve stfevé a jatrech omezena
(u léCiv je velice dulezity fenomén prvniho pruchodu jatry vyrazné snizujici
biologickou dostupnost), eliminace byva naopak urychlena. Z farmakologického
hlediska schopnost jednotlivych pacientl absorbovat a metabolizovat |éCiva
muZze byt zasadné rozdilna v zavislosti na genetickych faktorech. Znalost téchto
genetickych faktord muaze byt vyuZita k pfedpovédi schopnosti pacientd
metabolizovat |éCiva jeSté pfed samotnym zacCatkem terapie. Personalizovana
terapie respektujici polymorfismus CYP450 u jednotlivych pacientd pfi lécbé
rakoviny muze pfinaset vyhody spojené se zvySenym ucinkem Ié¢by, pfipadné
snizenim toxicity (terapeutické rozmezi jednotlivych cytostatik byva zpravidla
uzké). U pacientd se stejnou nemoci produkuji interindividualni rozdily

v metabolizaéni kapacité vyrazné se liSici odpovéd na lécbu.??

Na CYP450 dochazi k velkému mnozstvi farmakokinetickych lIékovych interakci.
Snizena aktivita enzymu vlivem inhibice muze vést ke snizeni biotransformace
cytostatika a tim k vyrazné toxicité a zavaznym nezadoucim ucinkiim, oproti tomu
indukce, tedy zvySeni po¢tu CYP450 vede k urychleni biotransformace a tim
k moznému selhani IéCby. Toto tvrzeni plati pro cytostatika, ktera jsou aktivitou
enzymU odbouravana na neaktivni metabolit, ve skupiné cytostatik je vSak také
cela fada proléciv, tedy enzymaticky aktivovanych latek (napf. cyklofosfamid).
U téchto IéCiv se klinické projevy indukce a inhibice manifestuji opacné. Jelikoz
se jedna o zavazny problém doprovazejici farmakoterapii, regulacni autority
davaji ¢im dal vétsi dliraz na odhalovani interakéniho potencialu novych I&Civ uz

v pribéhu preklinickych studii.

CYP450 a P-glykoprotein, coz je na ATP zavisly glykoprotein vypuzuijici cizorodé
latky ven z bunky, maji rozdilné substraty, avSak nékteré maji spolecné. Tato
skuteCnost spolecné s ko-expresi ve stfevé, jatrech a ledvinach naznacuje
spoluucast v procesech lékové rezistence zavislé na snizené absorpci latky a
zaroven zvySeném metabolismu léCiva. Proto je logické predpokladat, Ze
souCasna pritomnost a aktivita CYP450 a P-glykoproteinu ve stfevé je
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zodpovédna za velkou variabilitu v biologické dostupnosti u nékterych peroralné

podavanych 1égiv.?*

Vedle tradi¢nich detoxikaCnich reakci a aktivace |éCiv se CYP450 uplatiuji pfi
potencidalné nebezpetné aktivacni reakci prokarcinogenu.'* CYP1A1 je
povazovan za enzym, ktery je ze vSech CYP450 nejvice zapojen do metabolické
aktivace prokarcinogennich polutantd Zivotniho prostifedi, jako jsou
polyaromatické uhlovodiky.?® Tyto polutanty mohou nasledné zpUsobovat
mutace a rozvoj nadorovych onemocnéni. Bylo také prokazano, ze za urcitych
okolnosti mohou CYP450 produkovat reaktivni kyslikové radikaly, které nasledné
zpusobuji oxidacni stres a smrt bunky. Mezi CYP450 nejvice produkujici tyto
radikaly patii CYP2E1.%6

Dalsi dalezitou roli hraji enzymy CYP450 v biosyntéze endogennich latek. Dle
funkce je tak mozné rozliSit dvé hlavni tfidy enzym(.?” Rodiny 1-4 jsou
zodpovédné primarné za metabolismus cizorodych latek, ale pouze CasteCné
také za metabolismus endogennich molekul, jako jsou napfiklad steroidy,
ZluCové kyseliny, prostaglandiny, mastné kyseliny a dal$i. Oproti tomu dalSi sav¢i
CYP450 enzymy maiji kliCovou roli v biosyntetickych cestach. CYP5 a 8A se
ucastni syntézy tromboxanu a prostacyklinu. Rodiny 11, 17, 19 a 21 jsou dulezité
pro syntézu steroidnich hormonu a rodiny 7, 8B, 24, 27, 46 a 51 katalyzuji reakce

vedouci k biosyntéze Zlucovych kyselin, vitaminu D6 a cholesterolu.?®

Vigvivs

v nasledujici tabulce (Tab. 3).

Tab. 3 NejdtlezitéjSi formy CYP450 pro metabolismus xenobiotik

Jaterni 1A2, 2A6, 2D6, 2C (2C8, 2C9, 2C18 a
2C19), 2E1 a 3A4.

Mimojaterni (plice, ledviny, klze, | 1A1, 2B6, 2E1 a 3A4.
tkané gastrointestinalniho traktu a
mocovych cest)

Pfevzato z: 4
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Za vice nez 90 % oxidativniho metabolismu [éCiv jsou zodpovédné formy
CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 a CYP3A4. Metabolismu jednoho léCiva

se muUze uéastnit vic isoforem CYP450.2

Jak jiz bylo zminéno v podkapitole 4.1., maji CYP450 diky svoji plasticité

schopnost spojovat se s velkym mnozstvim rozdilnych substrata.
4.3 Substraty a inhibitory cytochromt P450

Kazda jednotliva CYP450 isoforma ma charakteristické spektrum substrata.
Pro CYP450 ucastnici se metabolismu xenobiotik (rodina 1-4) je typicka Siroka a
prekryvajici se substratova specifita. Oproti tomu CYP450 zodpovédné za
metabolismus endogennich molekul maji substratovou specifitu vyrazné uzsi.?!
VétSina |éCiv jsou substraty pro vice isoforem CYP450, metabolismus |€Civ tak
mUzZe zahrnovat rozdilné cesty a mohou vznikat rozdilné produkty.’® Vysledkem
muUze byt také soutéZz o jednotlivé formy enzym a vznik inhibice. Inhibice
zpusobena kompetici o stejny enzym muze vést k nezadoucimu zvySeni
koncentrace |éciva v plasmé.?® Proto je inhibice CYP enzym( vyznamna jak

z terapeutického, tak i toxikologického hlediska.?’

RozliSujeme inhibici vratnou a nevratnou. Nej¢astéjSi mechanismus inhibice je
inhibice vratna, kterou Ize dale délit na inhibici kompetitivni, nekompetitivni a

akompetitivni.?!

V nasledujici ¢asti budou podrobnéji probrany a uvedeny substraty, pfedevsim

|éCiva, u nejdulezitéjSich forem CYP450.
4.3.1 CYP1 rodina

U Clovéka rozliSujeme dva Cleny podrodiny CYP1A, a to CYP1A1 a CYP1A2.
CYP1A1 je hlavni extrahepatalni forma?!, oproti tomu CYP1A2 je pfevazné
jaterni enzym a jeho substraty jsou aromatické aminy a polyaromatické
uhlovodiky, mezi léCiva, ktera preferuji metabolismus katalyzovany CYP1A2 patfi
paracetamol, kofein, klozapin a teofylin. Pro pfehlednost jsou dalSi substraty a
také inhibitory uvedeny v tabulce (Tab. 4). Kvdli roli CYP1A v metabolismu

prokarcinogenu a nasledného vzniku nadorového bujeni jsou jejich polymorfismy
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dukladné studovany.®® Za zminku také stoji CYP1B1, ktery se vyskytuje prevazné

v nadorovych burikach a je zodpovédny za metabolismus tamoxifenu.3’

Tab. 4 Substraty CYP1A2

Forma CYP450 Substrat Inhibitor
amitriptylin propranolol amiodaron
estradiol riluzol cimetidin
fluvoxamin ropivakain fluorochinolon
haloperidol takrinteofylin fluvoxamin

CYP1A2 imipramin teofylin furafylin
klomipramin verapamil tiklopidin
klozapin warfarin
kofein Zileuton
mexiletin zolmitriptan
naproxen
ondansetron
paracetamol

Pfevzato z; 12

4.3.2 CYP2rodina

Jedna se o nejvétsi rodinu nadrodiny CYP450.12

CYP2C podrodina se sklada ze ¢tyr hlavnich ¢lent: CYP2C8, 2C9, 2C10 a 2C19.

Prvni enzym se nezda byt v metabolismu I&Civ pfFili§ dulezity a jako jeho substraty

byly identifikovany jen warfarin, taxol a tretinoin. Oproti tomu CYP2C9 a 2C19

metabolizuji velké mnozstvi klinicky vyznamnych |&€Civ (Tab. 5). CYP2C10 se Iisi

ve své strukture a substratové specifité od CYP2C9 tak malo, Ze jsou tyto enzymy

¢asto vnimany jako jeden.’

Tab. 5 Substraty a inhibitory CYP2C19 a CYP2C9

Forma CYP 450 Substrat Inhibitor
amitriptylin omeprazol cimetidin
citalopram pantoprazol felbamat
cyklofosfamid primidon fluoxetin
diazepam progesteron fluvoxamin
fenytoin proguanil indometacin

2C19 fenobarbital propranolol ketokonazol
hexobarbital R-warfarin lansoprazol
imipramin teniposid modafinil
indometacin omeprazol
klomipramin paroxetin
lansoprazol probenicid
S-mefenytoin tiklopidin
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methyphenobarbital topiramat
moklobemid
nelfinavir
nilutamid
amitriptylin piroxikam amiodaron
celekoxib rosiglitazon fenylbutazon
diklofenak sulfamethoxazol flukonazol
2C9 fenytoin suprofen fluvastatin
fluoxetin tamoxifen fluvoxamin
fluvastatin torsemid isoniazid
glipizid tolbutamid lovastatin
ibuprofen S-warfarin paroxetin
irbesartan probenicid
losartan sertralin
naproxen sulfafenazol
teniposid
trimethoprim
zafirlukast
Prevzato z: 12
| pres relativné malou expresi vjatrech je mnozstvi [éCiv primarné

metabolizovanych CYP2D6 pomérné velkeé, jedna se o priblizné 20 % klinicky

uzivanych lécCiv, jako jsou napfiklad antiarytmika (propafenon), antidepresiva

(amitriptylin, venlafaxin, paroxetin), antipsychotika (risperidon), [-blokatory

(metoprolol), néktera cytostatika, analgetika a dal$i.3° Celkovy seznam substrat(

a inhibitord je uveden vtabulce (Tab. 6). CYP2D6 je jednim z nejvice

studovanych isoforem CYP450, a to kvili ¢astému vyskytu polymorfismu

v populaci. Podle fenotypu rozliS8ujeme pomalé a rychlé metabolizatory.'®

Tab. 6 Substraty a inhibitory CYP2D6

Forma CYP450  Substrat Inhibitor
alprenolol S-metoprolol amiodaron
amitriptylin mexiletin celekoxib
amfetamin minaprin cimetidin
bufuralol nortriptylin doxorubicin

CYP2D6 fenacetin ondansetron fluoxetin
chlorpromazin paroxetin haloperidol
karvedilol perfenazin chinidin
klomipramin propafenon chlorfeniramin
kodein propanolol chlorpromazin
desipramin risperidon klomipramin
dexfenfluramin spartein kokain
dextrometorfan tamoxifen levomepromazin
fluoxetin thioridazin metadon

18



fluvoxamin timolol moklobemid

haloperidol tramadol paroxetin
imipramin venlafaxin ranitidin
lidokain ritonavir
metoklopramid sertralin
methoxyamfetamin terbinafin

Pfevzato z; 12

Podrodina 2E je u savcl prezentovana pouze v jedné formé a to CYP2E1. Tento
enzym je znamy hlavné diky jeho zapojeni do metabolismu etanolu. Substraty
pro CYP2E1 jsou malé molekuly, jako napfiklad halogenované uhlovodiky, z 1€Civ

|ze uvést anestetika halothan, enfluran a isofluran.!®

4.3.3 CYP3 rodina

sve v

vSech CYP450. Bez debat se jedna o klinicky nejdulezitéjsi isoformu CYP450.
Znamé substraty se vyrazné liSi ve velikosti od malych molekul jako je

paracetamol (Mr 151) aZ po imunosupresivum cyklosporin A (Mr 1201).

Zajimavym aspektem substratové specifity CYP3A4 je jeji podobnost se
specifitou P-glykoproteinu. Proto nékteré Iéky ze skupiny substratd CYP3A4 byly
klinicky testovany jako kompetitivni inhibitory P-glykoproteinu, aby se pfedeslo

mnohocetné |Iékové rezistenci v protinadorové terapii.?*

Mezi typické substraty, které jsou silné inhibitory enzymu CYP3A4, patfi azolova
antimykotika, makrolidova antibiotika nebo dihydropyridinové blokatory
vapnikovych kanall. Substraty a inhibitory CYP3A4 jsou uvedeny v tabulce
(Tab. 7).
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Tab. 7 Substraty a inhibitory CYP3A4 (3A5, 3A7)

Forma CYP450 Substrat Inhibitor
alfentanil lovastatin amiodaron
alprazolam metadon azithromycin
amlodipin midazolam cimetidin
astemizol nelfinavir ciprofloxacin
atorvastatin nifedipin delaviridin
azitromycin nisoldipin diethyl-dithiokarbamat
buspiron nitrendipin diltiazem
cerivastatin ondansetron  erythromycin

3A4 (3A5, 3A7) chlorfeniramin pimozid flukonazol
cisaprid progesteron fluvoxamin
cyclosporin propranolol gestoden
dapson ritonavir grepfruitovy dZus
dextrometorfan salmeterol indinavir
diazepam saquinavir interleukin-10
diltiazem sildenafil itrakonazol
erytromycin simvastatin ketoconazol
estradiol tacrolimus klaritromycin
felodipin tamoxifen mibefradil
fentanyl taxol mifepriston
finasterid terfenadin nefazodon
haloperidol testosteron nelfinavir
hydrokortison trazodon norfloxacin
chinidin triazolam norfluoxetin
chinin verapamil ritonavir
indinavir vinkristin saquinavir
klaritromycin ~ zaleplon
kofein zolpidem

kokain
kodein
lerkanidipin
lidokain

Pfevzato z: 12
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4.4 Regulace exprese cytochromi P450

Mnozstvi CYP450 v lidském téle se méni v zavislosti na mnoha faktorech.
Prikladem muze byt vyziva, vék, koufeni, konzumace alkoholu a také plsobeni
léCiv. Bazalni exprese enzym0 CYP450 je fizena konstitutivnimi mechanizmy.
Vétsina isoforem CYP450 je navic silné inducibilni, coz znamena, Ze mnozstvi
daného enzymu ve tkanich ¢&i organech muaze byt signifikantné zvySeno

plsobenim rliznych exogennich substanci véetné fady Iégiv."

Oproti inhibici, ktera produkuje okamzitou klinickou odpovéd, je indukce pomaly
regulovany proces, jehoz projevy se mohou objevit se zpozdénim nékolika dni
az tydnd. Mezi vyznamné lidské inducibilni formy patfi CYP1A1, CYP2C9,
CYP2E1 a CYP3A4.%"

Nasledkem enzymové indukce je zvySeni celkového mnozstvi enzymu a tim
zvySeni kapacity pro metabolismus léCiv. To muzZe ovlivnit farmakologicky efekt
léCiva, jehoZz metabolismus je induktorem ovlivnén (dochazi ke snizeni
terapeutického Ucinku az selhani terapie).?® Ve vétsiné pFipadd indukce CYP450

zahrnuje zménu v transkripci a translaci pfislusného genu.

V regulaci exprese CYP450 jsou dulezité predevSim jaderné receptory, které
preménuji extracelularni a intracelularni signaly na bunécnou odpovéd tim, Ze
spoustéji transkripci cilovych genu. Jejich ligandy jsou molekuly lipofilni povahy.?!
Rodina nuklearnich receptort je rozdélena na dvé hlavni skupiny, a to v zavislosti
na ligandech potfebnych k aktivaci. Prvni skupina se sklada zligand-
dependentnich jadernych receptord, ktera je regulovana rdznorodou skupinou
exogennich a endogennich substratl. Jedna se napfiklad o glukokortikoidni
receptor (GR) a receptor retinové kyseliny (RAR). Druhou skupinou jsou jaderné
receptory zahrnujici takzvané sirot€i (orphan) receptory, jejichZ ligandy stale
nebyly identifikovany, jsou to napfiklad receptory aktivované peroxizomovymi
proliferatory (PPARs), konstitutivni androstanovy receptor (CAR) nebo
schopny vytvaret heterodimery v jakékoli konfiguraci, coz jim spole¢né s velkym
spektrem vazanych ligandld umoznuje vytvofit slozitou a komplexni regulaéni

sit.33
Mechanismus indukce je znazornén na nasledujicim obrazku (viz Obr. 7).
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Obr. 7 Jednotlivé kroky pfi indukci biotransformacnich enzymu a efluxnich transportéra.
XRE- xenobiotic response element. Pfevzato z: 34

Exprese nékterych isoforem CYP450 je zavisla na pohlavi a hlavni roli zde hraje
rustovy hormon (GH). Mazeme tak rozliSit nejméné dvé cesty transaktivace genu
pro CYP450: 1) metabolickou, zavislou na xenobiotiku nebo endogenni latce,
zprostfedkovanou jadernymi receptory anebo 2) signaini, spojenou s aktivaci GH

dependentnich transkripénich faktoru.33

Zakladni roli v indukci jaternich isoforem CYP2, CYP3 a CYP4A hraji CAR, PXR
a PPARs.?® Oproti tomu expresi rodiny CYP1 (CYP1A1, CYP1A2 a CYP1B1)
primarné reguluji aryluhlovodikové receptory (AhR), coz jsou ligandem
aktivované transkrip&ni faktory. AhR jsou Siroce exprimované v lidskych tkanich
v placenté, srdci, jatrech a jejich typickymi ligandy jsou hydrofobni planarni

aromatické halogenované uhlovodiky vyskytujici se mezi léCivy.?!

Také exprese efluxnich transportérl je inducibilni a zahrnuje nuklearni receptory.
Néktera chemoterapeutika mohou aktivovat nuklearni receptory, a tim zvysit

expresi jak efluxnich transportértl, tak metabolizacnich enzymu, coz nasledné
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vede Kk poklesu vstfebavani ve stfevé, zvySeni exkrece v jatrech, pfipadné

snizeni koncentrace aktivni formy léCiva v tumoru.
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5. Mnohocetna lékova rezistence v cytostatické protinadorové

terapii

Chemoterapie spole¢né s radioterapii a chirurgickou IéEbou patfi mezi hlavni
moznosti IéCby nadorovych onemocnéni. Odpovéd na cytostatickou IéCbu je
dana rtiznymi faktory, mezi které patfi vék pacienta, pohlavi, funkce elimina¢nich
organu a dalSi farmakoterapie. Dulezitym faktorem je v8ak i typ, aktivita a rozsah

daného nadoru.3®

Nadorové bunky jsou schopny odolavat u¢inkim cytostatik a tim zpusobit selhani
terapie. Pokud nadoroveé buniky nereaguji na léCbu jiz pfi prvnim kontaktu, jedna
se o rezistenci primarni (pfirozenou), pokud dochazi k postupnému snizovani
uginku léby, hovofime o sekundarni (ziskané) rezistenci. Castym jevem je

zkfizena rezistence, kdy se ucinek projevi u strukturné podobnych IéCiv.

Mnohocetna Iékova rezistence (MDR z anglického terminu multidrug resistance)
je specialni pfipad zkfiZzené rezistence, kdy se jednotliva cytostatika liSi jednak

strukturou, ale také mechanismem ucinku.36

Cytostatika, ktera jsou nejCastéji spojovana s MDR jsou hydrofobni, amfifilni
prirodni latky. Jako pfiklad Ize uvést taxany (docetaxel a paklitaxel), antracykliny
(doxorubicin, daunorubicin a epirubicin), epipodofylotoxiny (etoposid a teniposid),

dale antimetabolity a topotekan.3”
Vznik rezistence je spojovan:

a. Se zménou farmakokinetiky, pfikladem Ize uvést snizenou absorpci
cytostatika, urychleni biotransformace, inaktivaci, vyluCovani.

b. Se zménou cytokinetiky, kdy se nadorové buriky nachazeji v klidovém
stavu a tim je omezena jejich nachylnost k farmakoterapii.

c. Se zménou strukturni a funkéni, kdy je ovlivnén transport 1é€Civa do

buriky a dochazi ke zvySeni &i snizeni aktivity jednotlivych enzym.

MDR predstavuje velkou komplikaci chemoterapie a zaroven velkou vyzvu pro

vyzkum.
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Mechanismy MDR Ize rozdélit na farmakokinetické a farmakodynamické.
Mechanismy vedouci k poklesu léCiva v nadoru odpovidaji farmakokinetické

rezistenci a fadime sem:

A) snizeni influxu - vetSina léCiv pronika do nitra buiky pomoci pasivni difuze,

endocytézy nebo facilitované difuze.

B) zvySeni efluxu, kdy rodina ATP-binding cassette (ABC) efluxnich transportér

zpusobi vylou€eni léCiva vné buriky a tim pokles intracelularni koncentrace.
C) aktivaci detoxifikaCniho systému.

D) sekvestraci léCiva, kdy dochazi vliivem pH k vychytavani IéCiva v lysozomech

a snizeni celkové dostupné koncentrace.

U typické farmakokinetické Iékové rezistence se jedna o rezistenci, za kterou je
zodpovédny P-glykoprotein, ATP dependentni transmembranovy protein
o molekulové hmotnosti 170 kDa patfici do rodiny ABC transportérd. Tento
protein je produktem MDR1 genu a jde o efluxni pumpu, ktera zpusobuje
vylu€ovani molekul I1é€iva z bunky. Svou aktivitou snizuje koncentraci cytostatika
uvnitf nadorové bunky pod cytoxickou hladinu, coz vede k selhani terapie.
Substratem jsou molekuly se znac¢né odliSnou strukturou. P-glykoprotein neni
jedinym efluxnim transportérem ucastnicim se MDR. Mezi dalSi transportéry,
které hraji roli v MDR, patfi breast cancer resistance protein (BCRP) a multidrug
resistance associated protein 1 (MRP1). BCRP stejné jako P-glykoprotein snizuje
koncentraci cytostatika uvnitf buriky a jeho fyziologicka funkce je ochrana buriky
vuci toxickym vliviim cizorodych latek. Typickymi substraty BCRP jsou napfiklad
analoga kamptotecinu, metotrexat a mitoxantron, oproti tomu cisplatina,
vinblastin ani paklitaxel substraty pro BCRP nejsou. MRP1 o molekulové
hmotnosti 190 kDa je transportni protein, ktery hraje roli pfi MDR, a ktery stejné
jako P-glykoprotein snizuje intracelularni koncentraci IéCiva a patfi do rodiny ABC
transportéri. Rodina MRP se sklada nejméné ze 6 ¢lend, pficemz MRP1 a MRP2

maiji spoleéné spektrum substratd.

DalSim mechanismem vzniku farmakokinetické MDR je zména detoxifikacnich
metabolickych drah, rozdilna exprese metabolickych enzymu, napf. GST, a

zmény v distribuci. 38,39
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Oproti tomu biologické zmény v nadorovych burnkach vedou Kk rezistenci
farmakodynamické, jako napfiklad A) zména specifickych cilt I&Civ, B) aktivace

oprav DNA, C) modulace cest bun&tné smrti a D) vliv mikroprostiedi.*°

Hlavni mechanismy rezistence, které se mohou objevit pfi IéCbé cytostatiky, jsou

uvedeny na nasledujicim obrazku (viz Obr. 8).

VAZBA N
PROTEINY €——__  CYTOSTATIKUM

I. BIOTRANFORMACE

Mimo nadorovou buriku

Il. EFLUXNi SYSTEM METABOLITY

|. BIOTRANSFORMACE

uvnitf nadorové bunky

METABOLITY : Aktivace / deaktivace

ll. VAZBA NA CIOVOU STRUKTURU

Protein

BuPRCy

nebo V. SIGNAL APOPTOZY

Y0000

IV. RECEPTOROVA SIGNALIZACE

e

Membrana nadorové

DNA

buriky

DNA oprava

Obr. 8 Osud cytostatika v nadorové burice a mozné mechanismy lékové rezistence.
Modifikovano dle: !
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Vyskyt mnohocetné Iékové rezistence u nékterych cytostatik je uveden v tabulce
(Tab. 8).

Tab. 8 Vyskyt rezistence u nékterych cytostatik

MDR cCasta MDR vzacna
aktinomycin D bleomycin
doxorubicin cisplatina
daunorubicin cyklofosfamid
etoposid cytosin
mitoxantron arabinosid
taxol 5-fluorouracil
vinkristin ifosfamid
metotrexat
topotekan

Pfevzato z; 3°

Ackoli jsou CYP450 dulezité pro detoxifikaci IéCiv, néktera léCiva, tzv. proléciva,
vyzaduji nejdfive aktivaci pomoci systéemu CYP450. Proto exprese CYP450
v nadorech maze vyznamneé ovlivnit plisobeni chemoterapeutické |éCby. ZvySena
exprese CYP450 vétSinou vede ke zvySeni detoxifikaCni aktivity a tim poklesu
farmakologicky aktivni formy l|éCiva a selhani IéCby. Pokud se vSak jedna
o proléciva, bude efekt opacny, pfi zvySené aktivité CYP450 se naopak bude
koncentrace aktivni formy IéCiva zvySovat, coz muze mit za nasledek vyskyt
nezadoucich Uginku légiva.*?

Efluxni transportéry a enzymy |. faze metabolismu vytvareji koordinovanou
ochranu proti riznym chemoterapeutikim. Synergicky u€inek vedouci ke vzniku
specifity a zarovenn koordinovanou regulaci jejich exprese. Neéktera
chemoterapeutika mohou aktivovat jaderné receptory a tim zvysit expresi jak
efluxnich transportérd, tak metabolizaénich enzyml, coz nasledné vede
k poklesu vstfebavani ve stfeve, zvysSeni exkrece v jatrech a snizeni koncentrace
v tumoru.*® Onkologicka léciva jako docetaxel, doxorubicin, etoposid, imatinib,
paclitaxel, tenoposid, vinblastin a vinkristin jsou substraty jak pro P-glykoprotein,
tak pro CYP3A4, tento blizky pfekryv substratové specifity a tkafové exprese

muze vést k rozvoji MDR.4°
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Cytostatika jsou Iéky vyuzivané k lé€bé nadorovych onemocnéni, které nici
nadorové bunky. Jejich u€inek vSak neni specificky, a |éCba je tak doprovazena
mnoha nezadoucimi u€inky. Tyto ucinky se liSi dle typu cytostatik, byt fada z nich,
jako napf. alopecie, myelotoxicita, gastrointestinalni toxicita aj., je spole¢na pro

v8echna cytostatika.*

Cytostatika Ize rozdélit podle mechanismu ucinku na latky poSkozujici strukturu
a funkci jiz pfitomnych nukleovych kyselin, latky inhibujici biosyntézu nukleovych
kyselin, slouCeniny poSkozujici mikrotubuly a inhibujici mitézu a hormonalni
|éCiva. Hlavni skupiny cytostatik jsou alkylaéni latky (derivaty dusikatého yperitu,
derivaty nitrosomocoviny a platinova cytostatika), antimetabolity (antagonisté
kyseliny listové, analoga purinovych bazi, analoga pyrimidinovych bazi), rostlinné
alkaloidy (vinka alkaloidy, podofylotoxiny, taxany), cytotoxicka antibiotika
(antracykliny, bleomyciny, mitoxantron) a hormony (hormony a analoga hormond,

hormonalni antagonisté, aromatazové inhibitory).

Jednotliva cytostatika, ktera jsou substraty CYP450, jsou uvedena v tabulce
(Tab. 9).

Tab. 9 Cytostatika jako substraty pro cytochromy P450

CYP450 Substrat
enzym

1A1 docetaxel, erlotinib, tamoxifen

1A2 erlotinib, etoposid, flutamid, imatinib, tamoxifen

2B6 cyklofosfamid, ifosfamid, tamoxifen

2C9 cyklofosfamid, ifosfamid, imatinib, tamoxifen

2C19 | cyklofosfamid, ifosfamid, imatinib, tamoxifen, teniposid

2D6 imatinib, tamoxifen, vinorelbin

2E1 cisplatina, etoposid, tamoxifen, vinorelbin

3A4/5 | cisplatina, cyklofosfamid, cytarabin, dexametazon, docetaxel,
doxorubicin, erlotinib, etoposid, exemestan, flutamid, fulvestrant,
gefitinib, ifosfamid, imatinib, irinotecan, letrozol,
medroxyprogresteron acetat, mitoxantron, paclitaxel, tamoxifen,
targretin, teniposid, topotecan, vinblastin, vincristin

Prevzato z: 42
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5.1 Biotransformace cytostatik cytochromy P450

Pro pochopeni role biotransformacnich enzymu v rezistenci nadorovych bunék
vuci standardnim cytostatikim bude v nasledujicich podkapitolach uveden
metabolismus vybranych cytostatik v zavislosti na tom, zda je aktivaCni nebo
deaktivacni. Identifikovat, které enzymy z nadrodiny CYP450 pfispivaji pfesné a
do jaké miry k celkové metabolizani cesté Iékl, je komplikované téma. Studie
vyuzivaji klonovani cDNA a expresi rekombinantnich forem CYP450, ktera
mohou poskytnout dulezité informace o enzymech schopnych metabolizovat
specificky substrat a také o afinité a maximalni rychlosti (nicméné tato metoda
nezohledriuje rozmanitost obsahu rdznych CYP450 proteint v jatrech). Oproti
tomu metody vyuZivajici lidské jaterni mikrosomy maji vyhodu ve studiu CYP450
v jejich realné proteinové koncentraci a v kombinaci se specifickym inhibitorem
CYP450 mohou byt identifikovany CYP450, které se pfimo podili na urcitych

reakcich metabolismu dané latky.

Casto az zménéna farmakokinetika nebo farmakodynamika u pacienta
s deficitem CYP450 objasni vyznam daného konkrétniho enzymu v metabolismu

léku.?

5.1.1 Cytostatika aktivovana enzymy CYP450 nebo jejichz metabolity jsou

cytostaticky aktivni

Cyklofosfamid je jedno z nejpouzivanéjSich cytostatik, fadi se mezi alkyla¢ni
latky, derivaty dusikatého yperitu a je podavan jako prolécCivo, které vyzaduje
bioaktivaci pomoci enzymu CYP450.4° Aktivace cyklofosfamidu na
4-hydroxycyklofosfamid je katalyzovana jaternimi CYP450, konkrétné isoenzymy
CYP2B6, 2C9, 2C19 a 3A4/5.46 Z toho CYP2B6 se na metabolismu podili zhruba
z 45 %.47 Ve |l. fazi dochazi k inaktivaci primarné konjugaci za G¢asti GSTs. Mezi
4-hydroxycyklofosfamidem a jeho aldehydickym tautomerem s otevienym
kruhem, aldofosfamidem, je rovnovaha. Aldofosfamid je spontanné
neenzymaticky pfeménovan na akrolein a fosforamid, coz je ucinny alkylani
metabolit. 4-hydroxycyklofosfamid a fosforamid jsou pfemériovany pomoci GST

na prislusné derivaty. Aldofosfamid je inaktivovan aldehyddehydrogenazou.4®
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Ifosfamid patfi do stejné skupiny jako cyklofosfamid a obdobné jako on vyZaduje

iniciani aktivaéni krok a to 4-hydroxylaci a tim vznik 4-hydroxyifosfamidu.4’

Thiotepa a jeji desulfurovany metabolit triethylenfosforamid zpisobuji DNA zlomy
zesitovanim. Jaterni CYP3A4 a CYP2B6 jsou hlavni enzymy zapojené do
rychlého vzniku triethylenfosforamid oxidativni desulfuraci. Thiotepa a
triethylenfosforamid jsou substraty pro nasledny metabolismus a konjugaci

s glutathionem pomoci GSTs.

Prokarbazin je substratem pro nékolikastupfiovou aktivacni reakci zahrnujici
CYP450, a to konkrétné CYP1A1, CYP1A2 a CYP2E1. Po metabolismu
prokarbazinu byly identifikovany tfi cytostaticky aktivni produkty, primarni
azoprokarbazin a nasledné jeho azoxy izomerni slouCeniny vznikajici pfi
metabolismu azoprokarbazinu, kterymi jsou methylazoxyprokarbazin a

benzylazoxyprokarbazin.48,4°

Tegafur je prolécivo, jehoz aktivaci vznika 5-fluorouracil. Na bioaktivaci se podili
CYP2A6 a v mensi mife také CYP1A2 a CYP2C8.

Podofylotoxiny etoposid a teniposid jsou podavany intravendézné a maiji
vyznamnou terapeutickou uc€innost pfi 1éEbé nadorl varlat, détské leukémii,
lymfomU a rakoviné plic. Po intravendzni aplikaci je pfiblizné 50 % z celkové
davky vylouCeno moci ve formé nezménéné C¢&i ve formé glukuronidu.
Metabolismu se ucastni CYP3A4 a CYP3AS5, které umoznuji 3-O-demethylaci a
tim vznik aktivniho metabolitu schopného inhibice topoisomerazy 11.%05
GST1/GSTP1 a UGT1A1 jsou hlavni inaktivaCni enzymy vedouci ke vzniku

konjugatl s glutathionem nebo glukuronidd.

Tamoxifen je synteticky nesteroidni antagonista estrogenu a je vyuzivan pfi lécbé
karcinomu prsu. V téle je tamoxifen metabolizovan na ucinné metabolity za u¢asti
CYP450. CYP3A4/5 jsou hlavni isoformy zodpovédné za pfeménu tamoxifenu na
N-desmethyltamoxifen, ktery je nasledné metabolizovan pomoci CYP2D6 na
aktivni endoxifen. Na nasledujicim obrazku je patrné zapojeni jednotlivych

isoforem CYP450 do metabolismu tamoxifenu (viz Obr.9).
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Obr. 9 Biotransformace tamoxifenu a jeho metabolit(i. Pfevzato z: 52

Antimitoticke vinka alkaloidy vinblastin, vinkristin, vindesin a vinorelbin jsou Siroce
uzivaneé latky, jednak samostatne, ale také v kombinacni protinadorové terapii.
Vinblastin a vinkristin byly puvodné izolovany z rostliny Catharanthus roseus.
Vindesin a vinolerbin jsou semisyntetické slou¢eniny.3 Vinka alkaloidy inhibuji
bunécnou proliferaci vazbou na mikrotubuly, coz vede k mitotickému bloku a
apoptoze. Jsou charakterizovany vysokym distribuénim objemem, rychlou a
uplnou plazmatickou clearance a terminalnim biologickym poloCasem. U lidi je
hlavni eliminaéni cestou vinka alkaloidi exkrece stolici. Farmakokinetika je
zavisla na davce a Case a vykazuje znacné intra a interindividualni rozdily%4, které

jsou patrné zplsobené v disledku metabolismu CYP450.%°

Do skupiny vinka alkaloidu, jejichz metabolity jsou vice aktivni nez parentni latka
muzeme zaradit vinblastin, ktery je metabolizovan na deacetylvinblastin. Do
metabolismu je zapojen CYP3A.%¢ Jako dal$i Ize uvést vinorelbin, ktery je
metabolizovan na jeho hlavni aktivni metabolit 4-O-deacetylvinorelbin a dalSi dva
minoritni metabolity, ty jsou pfiblizné stejné aktivni jako parentni latka. Hlavnim

enzymem Ucastnicim se pfemény je CYP3A4.%

Flutamid je nesteroidni antiandrogen vyuzivany pfi |1éCbé rakoviny prostaty.
Jedna se o proléCivo, které musi podstoupit metabolickou hydroxylaci na
CYP450 a to isoformach CYP1A1, 1A2 a 1B1.%8
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Aktivovana I|éCiva nejsou obéti farmakokinetické MDR zprostfedkované
biotransformacnimi enzymy, nebot hladina aktivniho cytostatika se zvySuje.
Lécba tedy neselhava vlivem zvySené metaboliza¢ni aktivity, naopak maze byt
ucinngjsi, avSak s moznym nadmérnym vyskytem nezadoucich ucinkd, jelikoz

terapeutické rozmezi cytostatik je uzké.
5.1.2 Cytostatika deaktivovana enzymy CYP450

Taxany paklitaxel a docetaxel jsou €asto pouzivana cytostatika, obé IéCiva jsou
metabolizovana pomoci CYP450 na neaktivni metabolity, které jsou z organismu
vyluCovany do Zlu€i a nasledné stolici. | presto, Zze maji latky podobnou
chemickou strukturu, jsou oxidovany dvéma riznymi enzymy. CYP2C8 je hlavni
enzym zodpovédny za 6-hydroxylaci taxanového kruhu paklitaxelu a CYP3A4/5
se ucastni oxidace docetaxelu na terciarni butylové skupiné postranniho fetézce

na C13%° a také metabolismu paklitaxelu®® (viz Obr. 10).

Docetaxel (DOC)

H oH HC - N 7 epimerizace

Ho CH,HN H o

HC™ 07 Yo R 0

8]
Hydroxyldgce terciarniho butylu HBC>= qudroxylace terciarniho butylubutylu
CYP3A4/5 CYP3A4/5
v v
Hydroxy-DOC OH-DOC

CYP3A4

{ Aldehyd-DOC }

Obr. 10 Metabolismus docetaxelu. Pfevzato z: 22

Mezi vinka alkaloidy, jejichz aktivita je vlivem CYP450 zna¢né redukovana, patfi
vinkristin. In vitro a in vivo data poukazuji na dominantni roli CYP3A enzyma pfi
eliminaci vinkristinu. CYP3A4 a CYP3AS jsou jediné isoenzymy z nadrodiny

CYP450, které jsou zodpovédné za vznik hlavniho metabolitu M1, jenz je
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mnohem méné aktivni nez matetska latka.8" P¥i vzniku M1, sekundarniho aminu,
byl efektivngj$i katalyzator CYP3A5 nez CYP3A4%2 a vyzkumy naznaduji, Ze
zmény v expresi CYP3A5 mohou znac¢né ovlivnit clearance vinkristinu.%3
neurotoxicita.®* Léky, které jsou potencialnimi induktory neurotoxicity vinkristinu,
jsou latky, které inhibuji enzymy CYP3A nebo inhibitory ABCB1. Jako pfiklad Ize
uvést nifedipin, cyklosporin a itrakonazol.®® Oproti tomu karbamazepin a fenytoin
jako induktory systému CYP3A zvySuji clearance vinkristinu a tim snizuji jeho

neurotoxicitu.®

Studie poukazuji na to, Ze irinotekan, derivat kamptotecinu, ktery zpUsobuje
inhibici topoizomerazy |, je zna¢né metabolizovan v jatrech a nasledné vyloucen
ZluCi. Metabolické cesty se ucastni rGzné enzymy jako jsou karboxylesteraza,
UGTs a CYP3A4. Prfeména irinotekanu na aktivni metabolit SN-38 je
zprostfedkovana karboxylesterazou, ten je vylou€en v neaktivni formé za ucasti
UGTs. Oproti tomu CYP3A4 je zodpovédny za pfeménu irinotekanu na velmi
malo cytotoxicky aktivni metabolity (APC a NPC)® (viz Obr. 11). Murry et al.
publikoval pfipad, kdy sou¢asné podavani silného induktoru CYP3A4, fenytoinu,
zapficinil sniZzeni koncentrace aktivnino metabolitu SN-38 vlivem urychleného

metabolismu irinotekanu na neaktivni formu pomoci CYP3A4.57
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Obr. 11 Metabolismus irinotekanu. APC a NPC — malo aktivni metabolity irinotekanu, SN-38
— aktivni metabolit irinotekanu, CE- karboxylesteraza Prevzato z: 66

Cytostatika jsou obvykle metabolizovana fadou paralelnich nebo sekvenénich

vrvse

farmakokinetickou rezistenci. Obvykle vSak az zapojeni biotransformacnich
enzymu ll. faze zapficini Uplnou ztratu cytotoxického ucinku, takze jejich ucast

na tomto fenoménu ma pravdépodobné rozhoduijici roli.
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5.1.3 Cytostatika, jejichz metabolismus neni zavisly na CYP450

Doxorubicin a daunorubicin jsou pfirodni antracykliny, zatimco idarubicin a
epirubicin jsou analoga. Pf¥iblizné 50 % doxorubicinu je ztéla vylouceno
v nezménéné podobé. Druhych 50 % je metabolizovano, a to hlavné pomoci
redukce ketonu na C13 na hlavni hydroxy metabolit doxorubicinol, jenz je
mnohem meéné aktivni nez parentni latka. Redukce je katalyzovana pomoci
lidskych enzymu redukujicich karbonylovou skupinu.®® Podobna situace plati i

pro ostatni antracykliny.

Topotekan, jehoz protinadorova aktivita spoCiva v inhibici topoizomerazy |, je
uzivan napfiklad pfi metastazujicim karcinomu ovarii. Reverzibilni interkonverze
mezi formou aktivni se zavifenym kruhem-laktonovou formou a inaktivni s
otevienym kruhem s hydroxylovou kyselinou zavisi na pH. Metabolismus v
jatrech neni pfili§ dulezity a zahrnuje N-dealkylaci a glukuronidaci.
N-demethylovany metabolit ma podobnou aktivitu jako matefska latka.
Topotekan je metabolizovan pfevazné hydrolyzou laktonového kruhu za vzniku

karboxylatu s otevienym kruhem.5°,70

Fludarabin fosfat je rychle defosforylovan, nasledné vstupuje do bunék, kde je
pfeménén pomoci kindzy na aktivni trifosfat, ktery je schopen inhibice
ribonukleotidreduktazy, DNA polymerazy alfa, delta a epsilon, DNA primazy a
DNA ligazy a tim inhibuje syntézu DNA.""

Thiopuriny, 6-merkaptopurin a 6-thioguanin jsou uzivany pfevazné na lécCbu
akutni leukémie. 6-merkaptopurin je prfedmétem rozsahlého metabolismu
v jatrech. Enzym hypoxantin-guanin fosforibosyltransferaza je zodpovédny za
bioaktivaci thiopurint. Oproti tomu thiopurin S-methyltransferaza a xantinoxidaza
jsou enzymy katalyzujici katabolické reakce thiopurint. Vzhledem k ucasti
xantinoxidazy na metabolismu thiopurinU je pfi 1é€bé vhodné zvazit Iékovou

interakci s allopurinolem, inhibitorem xantinoxidazy.”?

Cytarabin a gemcitabin. Cytarabin neboli cytosinarabinosid je antimetabolit ze
skupiny pyrimidina, ktery se vyuziva predevSim klécbé akutni myeloidni
leukemie. Gemcitabin je vyuzivan pfevazné klécbé solidnich nadord.
Metabolismus obou latek je podobny. Obé latky jsou postupné fosforylovany

pomoci kinaz, coz jsou enzymy zodpovédné za bioaktivacni proces. Po
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bioaktivaci dochazi ke vzniku trifosfatu, ktery je inkorporovan do DNA. Vice nez
90 % je inaktivovano na difluorodeoxyuridin a uracil arabinosid pomoci
cytidindeaminazy. Zbyva tak velmi malé mnozstvi latky schopné cytotoxického

efektu.”®

5-fluorouracil je Casto uzivané cytostatikum k lé€bé napfiklad kolorektalniho
karcinomu pfevazné v kombinaci (oxaliplatina nebo irinotekan).
Dihydropyrimidindehydrogenaza je pocCateCni enzym zahajujici metabolismus
5-fluorouracilu vysledkem je vznik neaktivniho metabolitu dihydrofluorouracilu,
ktery je nasledné prfemenovan dalSimi enzymy. Aktivacni cesta je naopak
dulezita pro premeénu 5-fluorouracilu na aktivni metabolit monofosfat a naslednou

inhibici thymidylatsyntazy.”

Metotrexat je analog kyseliny listove, jenz je vyuzivan k |éCbé rakoviny a také
autoimunitnich chorob. Metotrexat je velmi rychle intracelularné pfeménovan na
polyglutamat metotrexatu, ktery se hromadi v burice a inhibuje enzymy dulezité
pro tvorbu purin a pyrimidind.”® Interindividualni variabilita pfi 1é¢bé

vrws

transportnich protein( s afinitou k metotrexatu.”®

Busulfan je vysoce lipofilni latka, ktera snadno prostupuje pfes membrany. Je
znacné metabolizovan a pouze méné nez 2 % procenta jsou vylou€eny ledvinami
v nezménéné podobé. Busulfan je primarné metabolizovan v jatrech konjugaci
s glutathionem pomoci GSTs.”” Hlavni cesta biotransformace busulfanu je pres
enzym GSTAM1, ktery je nejvice exprimovan v jatrech. U Clovéka existuje vyrazna
interindividualni rozdilnost v expresi GSTs a byl prokdzan také geneticky
polymorfismus. Vysledkem muze byt rozdilna reakce na IéCbu busulfanem u
jednotlivych pacient(.”® Pri 1éCbé busulfanem je doporu¢eno terapeutické

monitorovani hladiny léCiva, aby se pfedeslo nezadoucim ucinkim.

Chlorambucil, patfi mezi alkylaCni cytostatika, derivaty dusikatého yperitu, a na
rozdil od cyklofosfamidu nemusi byt pfedem aktivovan. Jeho metabolismus
spodiva v B-oxidaci kyseliny maselné, ktera je soucasti postranniho fetézce.”
K rezistenci na l|éCbu chlorambucilem dochazi vlivem zvySené exprese
glutathionu a tim zvySené aktivité GSTs, které maji za ukol branit bunku pfed

cizorodymi latkami, jedna se o ziskanou (sekundarni) rezistenci.8°
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Melfalan, patfi rovnéz mezi alkylacni latky, derivaty dusikatého yperitu,
nepodstupuje metabolickou aktivaci a je inaktivovan v plazmé neenzymatickou
hydrolyzou na monohydroxymelfalan a dihydroxymelfalan.®' Okolo 10-15 %

podané davky melfalanu je eliminovano renalni exkreci v nezménéné formé.

Je tedy zfejmé, Ze existuje mnoho cytostatik, jejichz metabolismus neni zavisly
na CYP450, a proto pfi zvySené expresi a aktivité enzymia CYP450 nedochazi ke
zméné farmakokinetiky ani terapeutického efektu po podani daného cytostatika.
Tento jev naopak nelze vyloucit u cytostatik, na jejichz metabolismu se podili
biotransformaéni enzymy |l. faze. Tato oblast vS8ak neni pfedmétem této

diplomové prace.
5.2 Exprese cytochromti P450 v nadorech

Vyskyt CYP450 v nadorech byl zjiStovan v mnoha studiich, za vyuziti riznych
metod k detekci hladiny CYP450, jako pfiklad Ize uvést méfeni biotransformacni
aktivity, imunohistochemické metody s vyuZitim protilatek, detekce mRNA a
dalSi. Nazory na jejich vyskyt se znacné lisi, a to pfedevSim vezmeme-li v uvahu
starsi studie. Pfitomnost jednotlivych forem CYP450 byla v minulosti zkoumana
u rakoviny plic (Toussaint et al.,1993)%, prsu (Albin et al.,1993)8 nebo stiev
(Peters et al.,1992)%* za uCelem poukazat na zménu metabolismu
protinadorovych léCiv a odpovédi organismu na léCbu. Tyto starsi studie obecné
ukazaly, Ze hladina CYP450 v nadorové tkani je vyrazné redukovana ¢i CYP450
oproti normalni tkani nejsou vibec pfitomny. Nicméné jiné studie, napfiklad podle
Murray et al., 1997, poukazuji na zvySeny vyskyt CYP450 a to prfedevSim formy
CYP1B1, ta se zda byt nadmérné exprimovana v riznych typech nadoru,
nicméné ve zdravé tkani témér nebyla detekovana.8s Ugast CYP450 na rozvoji
rakovinného bujeni je zprostfedkovana predevsim metabolickou aktivaci
kancerogenu jako jsou polycyklické aromatické uhlovodiky, heterocyklické
aminy, nitrosoaminy a alkylacni latky. CYP1A1, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4/5

jsou hlavni CYP450 ucastnici se metabolismu kancerogent. 8

Vyskyt CYP450 a jejich stanoveni u rakoviny prsu ma vyznam pro IéCbu a
progndézu pacientek, jelikoz jsou to hlavni enzymy zprostfedkovavajici

metabolismus estrogenu a tim se pfimo ucastni iniciace a progrese rakoviny
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prsu.8” Estrogeny jsou znamy jako rlstové faktory, které podporuji rast
rakovinnych bunék a biosyntéza estrogenl z androgenu je katalyzovana
aromatazou, tedy CYP19. Nedavné studie vénujici se expresi a regulaci genu
CYP19 odhalily dalezitou roli v lokalni expresi ve tkanich, které reguluji hladinu
buné&éného estrogenu.8 Intratumoralni produkce estrogenu ma vyznam pro
proliferaci rakovinnych bunék u nadoru prsu, pfedevS§im u postmenopauzalnich
zen. Vice nez 70 % karcinomu prsu je totiz estrogen dependentni a aromataza
exprimovana v bunkach rakoviny prsu je upregulovana ve srovnani se zdravymi
burikami.8® Dal8i forma CYP450 exprimovana u rakoviny prsu je isoforma
CYP1B1 pfeménujici 17B-estradiol na rakovinotvorny 4-hydroxyestradiol, coz
naznacuje, Zze zvySena exprese v prsni tkani mize byt spojena se zvySenym
rizikem rozvoje rakoviny prsu. Vyskyt CYP1A1 a CYP3A4, které katalyzuji
konverzi estradiolu na nekarcinogenni 2-hydroxyestradiol, mize bunky chranit,
zaroven vSak muze negativné ovlivnit metabolismus cytotoxickych I€Civ. Proto je
exprese cytochromu v prsni a okolni tkani velmi zajimavym pfedmétem vyzkumu.
Bylo identifikovano mnoho isoforem CYP450 vyskytujicich se u rakoviny prsu a
byla prokazana exprese CYP1A1. Ve studii Goth-Goldstein et al., 2000 bylo
zZjisténo, Ze exprese CYP1A1 je vySSi u rakoviny prsu ve srovnani se zdravou
tkani.®® Oproti tomu ve studii EI-Rayes et al., 2003, ktera testovala expresi
CYP1A1, 2B6, 2E1 a 3A4 bylo prokazano vyrazné snizeni hladiny CYP450
v maligni tkani ve srovnani se sousedni morfologicky normaini tkani.®! Ve studii
Murray et al.,, 1993 bylo testovano 54 vzorkl u pacientek s rakovinou prsu
vrozmezi 31-80 let na pfitomnost biotransformaénich enzymd konkrétné
epoxidhydrolazy, CYP450, a to isoforem CYP1A a CYP3A a také na tfi isoformy
GSTs. Pouze u jednoho tumoru nebyl nalezen ani jeden metabolicky enzym,
zatimco ostatni zkousené vzorky vykazovaly pozitivni imunoreakci nadorovych
bunék alespon na jeden. 21 vzorkd z 54 vykazovalo pozitivni imunoreakci na
CYP1A a 12 vzorkl na pfitomnost CYP3A.%?

DalSi zajimavé vysledky pfinesl vyzkum zabyvajici se expresi CYP450 u primarni
rakoviny a metastazujici rakoviny vajecnikl, kdy ve zdravych vajecnicich byly
nalezeny vSechny testované CYP450 kromé CYP1B1. Enzymy, které byly
nejCastéji exprimovany a vykazovaly nejvySsi uroven intenzity imunoreakce byly
CYP2U1 a CYP3A4, zatimco vétSina ostatnich CYP450 vykazovala slabou az
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stfedni imunoreaktivitu. U rakoviny vaje€niki meély pozitivni imunoreakci vdechny
zkousené CYP450 a vSechny byly ve zvySené mife exprimovany, s vyjimkou
CYP1A1, CYP4F11, CYP24 a CYP39 v porovnani se zdravymi ovarii. Nejvétsi
procento silné pozitivity bylo pozorovano u CYP2U1 a CYP3A7. ZvySena
intenzita byla pozorovana také u CYP1B1, CYP2A, CYP2B, CYP3A4, CYP3A5

a dal8ich v porovnani s normalnimi vaje¢niky.%

Nasledujici obrazek (viz Obr. 12) shrnuje vysledky vyzkumu ve formé grafu.
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Obr. 12 Vyskyt CYP450 ve zdravych vajecnicich, u primarni rakoviny a u metastazujici
rakoviny ovarii. Pfevzato z: %

Jelikoz plice jsou hlavnim cilem pro inhalované toxickeé latky a vétSina z nich
podstoupi metabolickou pfeménu pfes CYP450 na vice reaktivni produkty, je
exprese CYP450 ve zdravé plicni, ale také nadorové tkani, dalezitym pfedmétem
vyzkumu. Jiz zminéna starsi studie z roku 1993 (Toussaint et al.) zabyvajici se
expresi CYP450 u rakoviny plic uvadi ve svych vysledcich snizenou hladinu
CYP1A1 a CYP1A2. U ostatnich isoforem se nepodafilo nalézt zadnou odpovéd
a jejich pritomnost tak nebyla prokazana.®? Kivisto et al., 1996, identifikovali
pfitomnost CYP3AS5 jako hlavniho enzymu z rodiny CYP3A u nemalobunécného
karcinomu plic, zatimco CYP3A4 mRNA nebyla nalezena v Zadném tumoru.®*
Fujitaka et al., 2001 poukazuji na pfitomnost CYP2C u rakoviny plic, kdy se tento

enzym vyskytoval v nadmérné mife v nadorové tkani.®® Hladina CYP2E1,
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enzymu bézné pritomného v plicni tkani, naopak pfi nadorovém bujeni klesa.%
Obecné neexistuji dukazy, které by dokazaly expresi CYP3A4 jak v nadorové,
tak peritumoralni plicni tkani. V nasledujici tabulce je pro nazornost zobrazeno,

zda hladina v nadoru ve srovnani se zdravou tkani klesa nebo roste (Tab.10).

Tab. 10 Rast Ci pokles isoforem CYP450 u rakoviny plic.

CYP450 Efekt Pouzita metoda
! protein
1A1 1 (kuféaci) mRNA
1 aktivita
1A2 ! protein
1B1 0 protein, mRNA, aktivita
2A6 1 (kufaci) aktivita
2B7 l mRNA
2C 0 mRNA
2D6 0 protein
2E1 ! protein, mRNA, aktivita
3A4 — mRNA
3A5 1 protein, mMRNA
4B1 ! mRNA

1 zvySeni, | snizeni, — zadna zména. Prevzato z: ¥/

Ve vyzkumu Dhaini et al., 2003 byla zkoumana exprese hlavnich forem CYP450:
CYP1A1, 1A2, 1B1, 2B6, 2D6, 3A4 a 3A5 za ucelem zjistit roli CYP450 u pacientd
s osteosarkomem. Vysledkem byl vyskyt forem CYP1A1 a 1A2, CYP1B1,
CYP3A4 a 3A5, zatimco formy 2B6 a 2D6 nebyly detekovany.%

Vyzkum z roku 1993 zabyvaijici se expresi CYP450 v tlustém stfeveé zjistil, ze
75 % vzorkda karcinomu tlustého stfeva vykazovalo pozitivni imunoreakci na
pfitomnost CYP1A a na CYP3A bylo pozitivnich 65 % vzorkud. U vzorkl adenomu
tlustého stfeva byla pfitomnost jak CYP1A, tak CYP3A 100 %.%° Zda se, Ze
vrodiné CYP1 ma CYP1B1 predominantni ulohu u rakoviny tlustého stfeva,

zatimco CYP1A1 u stfeva zdravého. DalSi vyzkum poukazuje na vyrazné
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zvySenou imunoreaktivitu pro CYP1B1, CYP2S1, CYP2U1, CYP3AS5 a CYP51 u
kolorektalniho karcinomu v porovnani se zdravym tlustym stfevem. Nicméné na
CYP1A1, CYP2F1, CYP2R1, CYP4F11, CYP4V2 a CYP4Z1 byla vétSina vzorku
negativni.’® Oproti tomu jiz zminéna studie zroku 1992 (Peters et al.),
srovnavajici vyskyt metaboliza¢nich enzymud v mukoéze zdravého tlustého stfeva
a u karcinomu ve svych vysledcich udava celkové sniZzeni hladiny CYP450 oproti

vyraznému zvyseni hladiny GSTs.8

U 51 vzorkl rakoviny prostaty od pacientl ve véku 60-92 let byla zjiStovana
exprese metabolizacnich enzymu. Kazdy vzorek vykazoval pfitomnost minimalné
jednoho enzymu. Pfitomnost CYP1A byla identifikovana u 32 vzorkl (63 %),
CYP2C u 13 vzorkl (25 %) a CYP3A u 31 vzorkl (61 %). Hlavni forma CYP450
ucastnici se metabolické inaktivace androgent je CYP3A, pfitomnost této formy
u rakoviny prostaty poukazuje na mozné snizeni efektu androgenl na rozvoj
rakoviny prostaty diky intratumoralnimu metabolismu. Navic pfitomnost CYP1A
a CYP3A diky metabolické aktivaci zvySuje ucinnost antiandrogenniho

cytostatika flutamidu vyuzivaného v 1é¢bé nadord prostaty. 0’

VétSina CYP450, které jsou dulezité pro metabolismus I€Civ, jsou pfitomny také
u hepatocelularniho karcinomu. Zatimco nékteré studie poukazuji na snizeni
hladiny a aktivity CYP450'%2, u jinych naopak vysledky vykazuji znacnou

interindividualni rozdilnost.93

ZvysSena exprese jednotlivych isoforem CYP450 byla také zjiSténa u rlznych

dal$ich typu nador( véetné jicnu, Zaludku, mocového méchyre.04

Isoformou, ktera se vyskytuje téméF ve vSech nadorech, je CYP1BA1.
Imunochemickymi metodami byla prokazana jeji pfitomnost u rakoviny prsu,
kolorektalnim karcinomu, rakoviny plic, jicnu, lymfatickych uzlin, mozku a varlat,
v pfilehlé zdravé tkani vSak nebyla pfitomna. Pfitomnost CYP1B1 v nadorech
poukazuje na jeho zasadni endogenni funkci v nadorovych burikach a mize také
prispét k rezistenci vadi cytostatikiim.8% Interakce nékterych bézné uzivanych
cytostatiky s isoformou CYP1B1 budou podrobnéji probrany v nasledujici
kapitole. Vyzkum jejich exprese v rlznych typech nadoru je shrnut v nasledujici
tabulce (Tab. 11).
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Tab. 11 Vyskyt CYP1B1 u zdravé a nadorové tkané.

typ tkané normalni (podet pozitivnich/pocet | tumor (pocet pozitivnich/pocet
vzorkt) vzorkt)
mocovy méchyf 0/8 8/8
mozek 0/12 11/12
prsa 0/10 12/12
tlusté stfevo 0/10 1112
pojivova tkarn 0/9 8/9
jicen 0/8 8/8
ledviny 0/11 11/11
jatra 0/8 netestovano
plice 0/8 7/8
lymfatické uzliny 0/5 9/9
vajeCniky 0/5 77
kaze 0/6 6/6
tenké stievo 0/5 netestovano
Zaludek 0/10 9/10
varle 0/8 8/8
déloha 0/7 77
celkem 0/130 122/127

Pfevzato z: °

Exprese CYP450 se liSi pfedevS§im jednotlivymi isoformami, které jsou typické

pro urcity typ nadoru. Rozdilnost v expresi mlze také zapfi€init interindividualni

variabilita.

5.3 Role cytochromt P450 ve fenoménu mnohocetné Iékové rezistence

Rezistence nadorl na IéCbu cytostatiky mize byt zplsobena velkym mnozstvim

faktord, pficemz metabolismus IéCiv se fadi mezi jeden z nich. Na rezistenci |ze

pohliZet jako na zcela pfirozenou véc, protoze enzymy uc€astnici se metabolismu

|&Civ byly evolu€né vyvinuty jako ochranné prostiedky a ve spolupraci s ABC

efluxnimi transportéry maji za ukol chranit buriky proti toxickym latkam.
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V mnoha pripadech se oxidativni metabolismus |éCiv prostfednictvim CYP450
muUze projevit tak rychle, Ze lé€ivo neni schopno dosahnout svého cilového

organu a vyvinout terapeuticky ucinek.1°

Nicméné hladiny CYP450 vyskytujici se v nadorech jsou obecné mnohonasobné
nizsi nez v jatrech, kde probiha hlavni metabolismus IéCiva, i pfesto je hladina
dostacujici, aby se mohl nador zapojit do metabolismu cytostatika. Je nutné
rozliSovat celosystémovou rezistenci, tedy rezistenci navozenou aktivitou
enzymU v jaterni tkani, ovliviujici systémovou farmakokinetiku cytostatika, a
tumoralni rezistenci, kdy dochazi ke zméné farmakokinetiky v ramci nadorové

bunky.

Nasledujici dvé schémata zobrazuji koordinovanou roli CYP450 a
P-glykoproteinu v organismu za normalni situace po podani cytostatika
(viz obr. 13 A) a situaci, kdy dochazi ke zvySené aktivité regulaci pfes PXR a
CAR (viz obr. 13 B).#®

A)
Oncolytic drug
A A
/ A A: \
Intestine Liver Tumor
Intestinal lumen Blle Blood
A AO
@ A A @ @ Aah
A, A ‘A A :
Ao Ao A o
Blood
A A @ Blood A
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<> = metabolite A = oncolytic drug
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B)

Oncolytic drug

Eg. Paclitaxel, tamoxifen

—p Activation PXR/CAR

|
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Obr. 13 Koordinovana role CYP450 a P-glykoproteinu v organismu. Pfevzato z: 43

A) V pripadé normalni hladiny CYP3A4 a P-glykoproteinu je detoxifika¢ni kapacita CYP3A4
nedostatecna, velké mnozstvi cytostatika se dostava do krve a intracelularni hladina v
tumoru je vysoka.

B) Koordinované zvyseni exprese CYP3A4 a P-glykoproteinu zprostiedkované PXR nebo
CAR zpusobi rezistenci diky zvysSené detoxifikaci pomoci CYP3A4. Intracelularni hladina
uvnitF nadorové bunky je nizka.

Jak Ize pochopit ze schématu, nadmérna exprese CYP450 muze v organismu
zpusobit snizenou absorpci po peroralnim podani, zvySit exkreci a snizit
intracelularni hladinu v tumoru. Tim je znacné sniZzeno celkové mnozstvi
cytostatika, které tak neni schopno vykonat sv(j farmakologicky efekt

v dostateéné mire a tim dochazi k navozeni rezistence.

Efekt cytostatik, ktera jsou metabolizovana na méné aktivni metabolity, muze byt
znacné ovlivnén mnozstvim CYP450. Proto napfiklad vzrust hladiny CYP2C u
nemalobuné&ného karcinomu plic ve srovnani se zdravou plicni tkani muaze
urychlit cytochromem 2C8 zprostfedkovany metabolismus paklitaxelu, a tim

snizit intratumoralni koncentraci G¢inné formy léciva.®’

CYP3A4/5 jsou predmétem zajmu, protoze byla prokazana jejich ucast pfi
aktivaci Ci inaktivaci nékterych chemoterapeutik v€etné latek pouzivanych pfi
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|éCbé osteosarkomu. Dhaini et al., 2003 pfisli s technikou, ktera jim umoznila
zméfit hladinu tohoto enzymu v archivnich vzorcich nadoru. Porovnani vysledku
u vzorkl s metastazemi s témi bez poukazuje na to, Ze CYP3A4/5 mlze byt
prognostickym znakem pro metastaze u osteosarkomu a mulze také hrat roli
vrezistenci na chemoterapii. ZvySena exprese CYP3A4/5 v primarnich
tumorech, které metastazuiji, je zajimavym zjisténim. Overexprese CYP3A4/5 u
malignit s metastatickym potencidlem muze byt ukazkou protektivniho
mechanismu bunék, které jsou diky urychlenému metabolismu zvyhodnény tim,
Ze je urychlena inaktivace chemoterapeutik. Je také mozné, Zze CYP3A4/5 mohou
byt zapojeny do rustové regulace diky metabolismu endogennich rastovych
regulacnich faktorl. Vysledky této studie tak poukazuji na moznost identifikovat
pacienty s vysokym rizikem a pouzit mnozstvi CYP450 jako jeden z

prognostickych faktort nejen u osteosarkomu, ale i u jinych malignit.%

CYP1B1 se ucastni metabolismu prokancerogenu a xenobiotik a ukazuje se
prekryv katalytické aktivity s CYP1A1 a CYP1A2. Lidsky CYP1B1 byl detekovan
v riznych tumorech, ale nebyl nalezen v sousedni zdravé tkani nebo jatrech. To
poukazuje na moznost, Zze by CYP1B1 mohl pfeménovat cytostatika specificky
v cilové burice. Toto zjisténi muze pfedstavovat novy pohled pro vyvoj cytostatik,
ktera by podstoupila bioaktivaci az v cilové tkani. Bylo testovano 12 bézné
uzivanych cytostatik za ucCelem zjistit jejich interakci s CYP1B1. Zatimco
5-fluorouracil, vinkristin, vinblastin, etoposid a cyklofosfamid nevykazovaly
zjevnou interakci s CYP1B1, doxorubicin, daunorubicin a tamoxifen vykazovaly
smiSenou nebo nekompetitivni inhibici CYP1B1, coz poukazuje na to, Ze nejsou
CYP1B1 substraty, ale spiSe interaguji skrze vazbu na kofaktor nebo dalSim
nepfimym mechanismem. Zbyla Ctyfi 1éCiva flutamid, mitoxantron, paklitaxel a
docetaxel se projevila jako kompetitivni inhibitory, coZ poukazuje na situaci, ze

by tato cytostatika teoreticky mohla byt substraty CYP1B1.

Interakce flutamidu s CYP1B1 byla dale zkoumana. Byly identifikovany dva
hlavni metabolity M1 a M2, zatimco M2 byl identifikovan jako aktivni
2-hydroxyflutamid, produkt CYP1A2 aktivity a zaroveri CYP1A1 a CYP1B1. M1

se oproti tomu tvoii pod kontrolou CYP3A4.106

45



Jedna z prvnich studii naznaclujicich, Ze metabolismus cytostatik pomoci
CYP1B1 by mohl byt jednim z moznych mechanismu rezistence, pochazi z roku
2001. S vyuzitim bunék ovarii kfeCika Cinského byl pozorovan viiv CYP1B1 na
cytotoxickou aktivitu nékterych chemoterapeutik. Ze zkouSenych cytostatik jediny
docetaxel vykazoval snizenou cytotoxickou aktivitu na buriky s exprimovanym
CYP1B1. To poukazuje na moznost ucasti CYP1B1 na metabolismu docetaxelu

a snizeni jeho efektu v nadorovych burikach s exprimovanym CYP1B1.1%7

Jiny vyzkum in vitro, ktery zkoumal metabolismus docetaxelu v pfitomnosti
rekombinantniho lidského CYP1B1 a CYP3A4 poukazuje na jasnou roli CYP3A4,

pficemz v8ak v pfitomnosti CYP1B1 tento metabolismus nebyl pozorovan.'%8

Potvrzeni ¢&i vyvraceni toho, zda muze CYP1B1 pfispét k metabolismu
docetaxelu a pfipadné se zapojit do mozné rezistence nadorovych bunék

k tomuto cytostatiku, vyZaduje rozsahlejsi studie.

Ve studii zaméfené na karcinom tlustého stfeva se védci snazili potvrdit mozny
dopad CYP3A na aktivaci (cyklofosfamid, ifosfamid) €i inaktivaci (vinka alkaloidy,
paklitaxel a docetaxel). Vysledky potvrzuji pfedpoklad lokalni inaktivace IéCiv
uvnitf rakovinnych bunék, Siroké rozmezi enzymové aktivity u vzorkd nadoru
naznacuje, ze lokalni metabolismus protinadorovych I€Civ v nadorové tkani se
oCekava s vysokou interindividualni variabilitou. Vysledky této studie naznacuiji,
ze u karcinomu tlustého stfeva metabolismus paklitaxelu probiha prevazné
pomoci isoformy CYP3A4, zatimco systémova eliminace prevazné pomoci
CYP2C8. Autofi prace navrhuji moznost podani ketokonazolu (inhibitoru
CYP3A4) za ucelem snizeni lokalniho metabolismu bez ovlivnéni metabolismu

systémového.®°

Jako dalSi pfipad poukazujici na moznou roli CYP3A4 v rezistenci k docetaxelu
Ize uvést skupinu pacientek s rakovinou prsu, u kterych byla odpovéd na IéCbu

docetaxelem sniZena vlivem zvy$ené hladiny CYP3A4 mRNA v tumoru.199

Docetaxel, jedno z nejaktivnéjSich antineoplastickych I&Civ, je primarné oxidovan
pomoci CYP3A4 v jatrech a jeho metabolity maji minimalni ¢&i zadnou
cytotoxickou aktivitu. Spekuluje se proto o tom, Ze intratumoralni CYP3A4 muze
inaktivovat docetaxel a ze vysoka exprese CYP3A4 zpUsobuje rezistenci tumoru
na léCbu docetaxelem. Ve studii Miyoshi et al., 2002 byla zjiStovana souvislost
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mezi mnozstvim CYP3A4 mRNA a odpovédi na IéEbu docetaxelem v porovnani
s léCbou cyklofosfamidem a epirubicinem. Bylo testovano 23 pacientl Ié€¢enych
docetaxelem a 15 pomoci cyklofosfamidu a epirubicinu, ti byli rozdéleni do dvou
skupin podle hladiny CYP3A4 mRNA a to na skupinu s vysokou a nizkou
hladinou. Pacienti s nizkou hladinou vykazovali vyrazné vyssi odpovéd na léCbu
docetaxelem nez ti s vysokou hladinou. Nicméné nebyla zjiSténa souvislost mezi
hladinou CYP3A4 mRNA a odpovédi na IéCbu cyklofosfamidem a epirubicinem.
Toto zjisténi Ize odlvodnit tim, Ze epirubicin neni metabolizovan pomoci
CYP3A4. Vysledky potvrzuji tvrzeni, Ze intratumoralni inaktivace docetaxelu
pomoci CYP3A4 muize hrat vyznamnou roli pfi rezistenci na |éCbu docetaxelem.
Nicméné pro jednoznacné zaveéry by tato studie musela byt ovéfena na vétSim

mnozZstvi pacientd. 109

Zda se, Ze lokalni intratumoralni metabolismus by mohl mit vliv na schopnost
bunék odolavat cytotoxickym ucinkiim nékterych chemoterapeutik. Otazkou vSak
stale zUstava, jakou meérou pfispiva metabolismus zprostfedkovany nadorovymi
burfikami k celkové eliminaci IéCiva a zda ho Ize povazovat jako jeden z moznych

mechanismu rezistence na celosystémoveé urovni.
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6. Diskuze a zaveér

Selhani farmakoterapie malignich onemocnéni byva zpusobeno schopnosti
nadorovych bunék odolavat ucinkiim cytostatik. Mechanismy MDR Ize obecné
rozdélit na farmakodynamické a farmakokinetické. Mezi farmakokinetické |ze
mimo efluxnich transportért zafadit také biotransformacni enzymy, které hraji
dulezitou roli v redukci intracelularni koncentrace léCiv. Efluxni transportéry a
CYP450 maiji koordinovanou roli v ochrané nadorovych bunék vici pusobeni
cytostatik. Synergicky ucinek je zpusoben prekryvem substratové specifity a

koordinovanou regulaci exprese.

Pro pochopeni role biotransformaénich enzymu, konkrétné CYP450, ve
fenoménu mnohocetné Iékové rezistence je potiebna znalost ucasti jednotlivych
isoforem CYP450 na metabolismu daného cytostatika a jeho povaze
(metabolismus aktivacni Ci inaktivacni). Ke snizeni terapeutického efektu vlivem
zvySené exprese a aktivity CYP450 dochazi pouze u cytostatik, ktera jsou
CYP450 preménéna na méné aktivni metabolity. Informace o zapojeni
biotransformacnich enzymu a konkrétnich isoforem CYP450 bohuzel nebyvaji
jednotné. Casto se celkového metabolismu UGdastni vice biotransformaénich
enzymu a sjednotit poznatky o mife zapojeni jednotlivych isoforem do
metabolismu cytostatika je komplikované. Mezi cytostatika, ktera jsou
inaktivovana za ucasti CYP450, Ize s jistotou zaradit taxany paklitaxel a
docetaxel, z vinca alkaloidu vinkristin a také irinotekan, jehoz jeden z neaktivnich

metabolitd vznika za ucasti CYP3A4.

Mnoho studii poukazuje na pfitomnost biotransformaénich enzyma v nadorech.
Stejné jako v pfipadé substratové specificity se vSak vysledky mezi jednotlivymi
studiemi vyrazné liSi. Nelze obecné fici, zda je hladina CYP450 v nadorové tkani

v v owe

také na interindividualnich rozdilech. U starSich studii se zda byt pfitomnost
CYP450 v tumorech oproti normalni tkani snizena, naopak novéjsi literarni zdroje
vétSinou poukazuji na zvy$ené hladiny CYP450. Prekvapivé jednotné jsou
dlkazy o expresi isoformy CYP1B1 v nadorech. Substraty pro tuto isoformu se
jevi byt flutamid, mitoxantron, paklitaxel a docetaxel, tuto skute€nost a jeji vliv na

pfipadnou chemoterapeutickou rezistenci je vSak potfeba prokazat dalSimi
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studiemi. Hladiny CYP450 v nadorové tkani jsou obecné mnohonasobné nizsi
nez v jatrech, i presto nékteré studie poukazuji na moznost urychleného
metabolismu vlivem zvySené exprese v nadorové tkani a nasledného vzniku

intratumoralni farmakokinetické rezistence.

Zavérem lze konstatovat, Ze biotransformaéni enzymy se v nékterych pfipadech
mohou podilet na vzniku farmakokinetické rezistence. Zhodnoceni realného
dosahu tohoto jevu je bohuzel velmi nesnadné vzhledem k vySe zminénym
skuteCnostem, mezi néz se rfadi zejména komplikovanost metabolickych pfremén,
interindividualni rozdily v nadorové specifické expresi enzyml a také to, Ze
rezistence je komplexni jev zahrnujici celou fadu dalSich mechanismda, které se
na ni podili a ve vysledku vyustuji v selhani terapie. Rozhodné je vSak tato oblast
individualizovat protinadorovou Ié€bu u onkologickych pacienttu a zefektivnit jak

jeji ucinnost, tak i bezpeénost.
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