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Kratak sadrzaj

Multipla rezistencija na lekove (multidrug resistance, MDR) predstavlja
znacajnu prepreku u primeni efektivne terapije za mnoge pacijente koji su oboleli od
razlicitih tipova kancera. Mada rezistencija na antikancerogene lekove moze da nastane
usled dejstva razliCitth mehanizama, klasicna multipla rezistencija je uglavnom
povezana sa poveéanom ekspresijom P-glikoproteina (P-gp) koji deluje kao pumpa za
izbacivanje (engl. efflux pump) razliCitih supstrata iz ¢elije, Sto dovodi do smanjenja
koncentracije antikancerogenih lekova u tumorskoj celiji. Inhibicija P-gp kao
moguénost prevazilazenja rezistencije je dosta proucavana poslednjih godina. U ovom
radu prikazan je razvoj P-gp inhibitora od prve do treCe generacije. Upotreba prve
generacije inhibitora, kao §to su ciklosporin A i verapamil, ograni¢ena je zbog njihove
toksi¢nosti, dok je druga generacija inhibitora, kojoj pripadaju valspodar i birikodar,
pokazala smanjenu toksi¢nost, ali i neocekivane farmakokineticke interakcije sa
antikancerogenim lekovima, kao i sa drugim transportnim proteinima. Tre¢a generacija
inhibitora (tarikvidar, zosukvidar, lanikvidar i ONT-093) pokazala je veliku aktivnost i
specificnost za P-gp. Dalji razvoj ovih lekova predstavlja znacajan terapijski potencijal
za prevazilazenje rezistencije na antikancerogene lekove.

Kljuéne reci: multipla rezistencija, antikancerogeni lekovi,
inhibitori P-glikoproteina
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Uvod

Mnogi lekovi koji se koriste u terapiji kancera postaju neefikasni usled
razvoja rezistencije kancerogenih celija, koje razli¢itim mehanizmima
sprecavaju ili smanjuju njihovo dejstvo. Kancerogene ¢elije mogu da postanu
rezistentne na jedan lek, ili da razviju ukrstenu rezistenciju i na druge lekove
koji se razlikuju po strukturi ili mehanizmu dejstva. Ovaj fenomen je poznat kao
multipla rezistencija na lekove (engl. multidrug resistance, MDR) i predstavlja
jednu od glavnih prepreka u hemoterapiji kancera [1, 2].

Rezistencija na antikancerogene lekove moZze da bude intrinzicka
(prisutna u kancerogenoj ¢eliji pre primene leka) ili steCena nakon primene leka
[3, 4]. Citotoksicni lekovi, na koje se najCes¢e razvija rezistencija, su hidrofobni
prirodni proizvodi, kao §to su taksani (paklitaksel, docetaksel), vinka alkaloidi
(vinorelbin, vinkristin, vinblastin), antraciklini (doksorubicin, daunorubicin,
epirubicin), epipodofilotoksini (etopozid, tenipozid), topotekan, daktinomicin 1
mitomicin C [5, 6].

Kancerogene celije mogu da razviju rezistenciju na hemioterapeutike
razliCitim mehanizmima: a) produkcijom nove varijante ciljnog proteina
(proteina na koji lek deluje) koji je rezistentan na lek; b) razvijanjem
alternativnih procesa razvoja kancerogene celije; c¢) povecanom ekspresijom
transportera koji ucestvuju u transportu leka iz kancerogene celije; d)
povecanom produkcijom enzima koji ucestvuju u detoksifikaciji ¢elije, sintezi
ili reparaciji ostecene dezoksiribonukleinske kiseline (DNK); e) promenama u
procesu apopotoze, itd. [7].

Multipla rezistencija najce$¢e nastaje usled povecane ekspresije P-
glikoproteina (P-gp) i proteina odgovornog za multiplu rezistenciju (engl.
multidrug resistance-associated protein, MRP1). Oba proteina pripadaju
familiji membranskih kasetnih transportnih proteina (engl. ATP- binding cassete
proteins, ABC proteini) koji koriste energiju dobijenu hidrolizom adenozin
trifosfata (ATP) za direktan transport supstrata nasuprot koncentracionom
gradijentu, pri cemu dolazi do smanjenja intracelularne koncentracije leka [8].
Mnogi lekovi, ukljucujuci i antikancerogene lekove, su substrati i za P-gp i za
citohrom P450 3A enzim. Kod ljudi, CYP3A4 je glavni enzim ukljucen u
hepati¢ni metabolizam lekova. Pored antikancerogenih lekova, P-gp takode
ucestvuje u transportu drugih egzogenih agenasa, kao sto su digoksin, opijati,
policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici, tehnecijum (**"Tc) i rodamin (Rh 123).
Tehnecijum (*’™Tc) i rodamin 123 su kori§¢eni u ispitivanju funkcije P-gp u
normalnim i tumorskim c¢elijama [9, 10]. Kod nekih tumora, ekspresija P-gp je
povecéana u odnosu na normalne ¢elije, zbog ¢ega dolazi do rezistencije na neke
hemioterapeutike i pre njihove primene. Kod drugih tumora ekspresija P-gp
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moze biti niska u vreme dijagnoze, ali se moze povecavati nakon izlaganja
hemioterapeuticima, $to dovodi do razvoja multiple rezistencije [4].

Inhibicija P-gp kao nacin prevazilazenja multiple rezistencije je ispitivana
poslednjih 20 godina. Identifikovani su mnogi agensi koji moduliraju funkciju
P-gp, ukljucujuéi blokatore kalcijumovih kanala, kalmodulin-antagoniste,
steroidne agense, inhibitore protein kinaze C, imunosupresive, antibiotike i
surfaktante [11]. Prvi P-gp inhibitori pokazivali su znacajne toksic¢ne efekte i
dovodili do nepredvidivih farmakokinetickih interakcija. Zbog toga je njihov
dalji razvoj usmeren na dizajniranje selektivnijih i manje toksi¢nih modulatora
rezistencije. Razvijene su tri generacije ovih inhibitora koje su znacajno
doprinele razjasnjavanju mehanizma rezistencije na antikancerogene lekove
[12]. Ovi lekovi deluju tako S$to povecavaju intracelijsku koncentraciju
hemioterapeutika, a samim tim povecavaju osetljivost celije na
hemioterapeutike, odnosno deluju kao ,.hemiosenziteri”. Nekoliko lekova koji
inhibiraju P-gp su u fazi klinickih ispitivanja. U ovom radu prikazan je razvoj
P-gp inhibitora, sa posebnim osvrtom na razlike u mehanizmu dejstva na
molekularnom nivou, selektivnost i1 toksi¢nost pojedinih generacija P-gp
inhibitora.

P-gp inhibitori prve generacije

U prvu generaciju P-gp inhibitora spadaju jedinjenja razvijana u druge
terapeutske svrhe, koja su pokazala aktivnost u modulaciji rezistencije kada su
bila primenjivana u kombinaciji sa antikancerogenim lekovima. Predstavnici
ove grupe su: verapamil, ciklosporin A (Slika 1), tamoksifen, nekoliko
kalmodulin antagonista i dr. Mnogi inhibitori prve generacije su supstrati za P-
gp i takmice se sa citotoksicnim lekovima za P-gp protein koji izbacuje agense
iz ¢elije. S obzirom da se radi o kompetitivnoj inhibiciji P-gp, potrebna je velika
doza inhibitora da bi se dobila odgovarajuca intracelijska koncentracija koja
moze da istisne antikancerogeni lek na mestu vezivanja za P-gp [6, 11]. Zbog
velike koncentracije potrebnog inhibitora, povecan je rizik od toksi¢nih efekata.
Neki od ovih inhibitora pokazali su neZeljene efekte u koncentracijama
neophodnim za inhibiciju P-gp, kao Sto je verapamil (blokator kalcijumovih
kanala) i ciklosporin A (imunosupresiv). Postoje velike strukturne razlike
izmedu inhibitora prve generacije. Pretpostavlja se da razlicite strukture mogu
da se vezuju za ista aktivna mesta P-gp ali na razli¢it nacin [4]. Mnogi inhibitori
prve generacije takode predstavljaju supstrate za druge transportere i enzimske
sisteme, zbog Cega dolazi do nepredvidivih farmakokinetickih interakcija u
prisustvu hemioterapeutika. Da bi se prevaziSla ogranicenja u primeni ovih
inhibitora, dizajnirani su novi analozi inhibitora prve generacije, u cilju
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dobijanja P-gp modulatora sa manjom toksi¢nos¢u i ve¢im afinitetom vezivanja
za P-gp.
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Slika1  P-gp inhibitori prve generacije: verapamil, ciklosporin A
Figure 1 First generation of P-gp inhibitors: Verapamil, Cyclosporin A

P-gp inhibitori druge generacije

U drugu generaciju P-gp inhibitora spadaju modifikovani analozi P-gp
inhibitora prve generacije: deksverapamil, deksniguldipin, valspodar (PSC 833)
i birikodar (VX-710) (Slika 2). P-gp inhibitori druge generacije su aktivniji i
manje toksicni u odnosu na svoje prethodnike. Na primer, (R) izomer
verapamila, deksverapamil, ne pokazuje toksicne efekte verapamila, pri cemu je
njegova sposobnost da inhibira P-gp zadrzana, dok je valspodar strukturni
analog ciklosporina C koji ne ispoljava imunosupresivno dejstvo. Od svih
agenasa druge generacije inhibitora najvise je proucavan valspodar, derivat
ciklosporina D, koji nema imunosupresivno dejstvo i1 koji inhibira P-gp
pokazujuci 20-30 puta vecu aktivnost u odnosu na ciklosporin A [13-20].
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Slika 2 P-gp inhibitori druge generacije: deksverapamil,
deksniguldipin, valspodar (PSC 833), birikodar (VX-710)

Figure 2 Second generation of P-gp inhibitors: dexverapamil,
dexniguldipine, valspodar (PSC 833), biricodar (VX-710)

Druga generacija P-gp inhibitora ima bolji farmakokineticki profil u
odnosu na prvu generaciju, ali oni nisu dovoljno selektivni, $to ograni¢ava
njihovu klinicku upotrebu. Na primer, valspodar inhibira P-gp i membranski
kasetni transporter MRP2, ali i druge proteine ABC superfamilije. Klinicki
znac¢aj valspodara je diskutabilan, jer je specifi¢nost ovog supstrata za P-gp
slicna kao za citohrom P450. Citohrom P-450 enzimi su ukljuceni, zajedno sa
ABC familijom transportera, u metabolizam citotoksi¢nih lekova. Kompeticija
citotoksi¢nih agenasa i P-gp modulatora za citohrom P450 dovodi do
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neocekivanih farmakokinetiCkih interakcija. Na primer, valspodar inhibira
citohrom P-450 A4 i uti¢e na metabolizam paklitaksela i vinblastina, $to dovodi
do povecane koncentracije citotoksi¢nih agenasa u plazmi i predstavlja rizik za
pacijente koji su dugotrajno izlozeni ovim citotoksi¢nim lekovima [21].

Birikodar citrat (VX-710), derivat pipekolinata, takode je ispitivan u
mnogim klinickim studijama. Ovo jedinjenje interferira u izbacivanju lekova iz
¢elije tako Sto se sa velikim afinitetom vezuje direktno za P-gp pumpu, a takode
inhibira i ABC transporter MRP1 [22-25]. Kada se birikodar primenjuje u
intravenskoj infuziji, znacajno se smanjuje klirens paklitaksela. Pretpostavlja se
da su ove interakcije nastale usled inhibicije citohroma P450 3A4 i
interferencijom u metabolizmu paklitaksela. Najc¢esci nacin da se saniraju efekti
farmakokinetickih interakcija je smanjenje doze citotoksi¢nih lekova. S obzirom
da su interakcije izmedu modulatora i citotoksicnih agenasa nepredvidive,
smanjenje doze moze da dovede do subdoziranja ili predoziranja kod znacajnog
broja pacijenata. Zbog nepredvidivosti efekata druge generacije P-gp
modulatora na metabolizam lekova u kome ucestvuje citohrom P-450 3A4,
tesko je odrediti bezbednu, ali efektivhu dozu citotoksi¢nog leka koji se
primenjuje zajedno sa modulatorom i to ogranic¢ava upotrebu druge generacije
modulatora u terapiji kancera kod kojih je razvijena multipla rezistencija [26].

P-gp inhibitori treée generacije

Treca generacija P-gp inhibitora je dizajnirana u cilju razvoja modulatora
koji su specifi¢niji i aktivniji u odnosu na prethodne generacije inhibitora [6].
Ovi inhibitori pokazuju manje nezeljenih efekata od prethodnih generacija koje
inhibiraju dva ili viSe transportera Cije se funkcije preklapaju.

P-gp protein ima nekoliko aktivnih mesta za koje se vezuju ligandi i u
zavisnosti od mesta vezivanja ligandi deluju razli¢itim mehanizmima [27, 28,
29]. Postoje znacajne razlike u mehanizmu dejstva druge i tre¢e generacije P-gp
inhibitora. Inhibitori druge generacije se vezuju direktno za P-gp pumpu i
takmicCe se sa supstratom za transport. S obzirom da je direktno vezivanje za P-
gp kompetitivno, potrebna je odredena koncentracija inhibitora da bi se supstrat
istisnuo sa mesta vezivanja za transporter. Da bi se postigla potrebna
koncentracija neophodno je inhibitor primeniti u vecoj dozi, u kojoj on deluje
nespecificno i potencijalno uzrokuje nezeljene reakcije. Za razliku od inhibitora
druge generacije, inhibitori tre¢e generacije, kao Sto je tarikvidar (XR9576),
vezuju se specifino i nekompetitivno za alosterno mesto na pumpi za koje
supstrat ima veoma mali afinitet. Nije utvrdeno da li se tarikvidar vezuje za
aktivno mesto za ATP, ali je pokazano da se njegovim vezivanjem inhibira
aktivnost P-gp ATPaze [30, 31].
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Treca generacija specificnih P-gp inhibitora dizajnirana je primenom
analize strukture i dejstva prethodnih generacija modulatora, kao i primenom
kombinatorijalne hemije, u cilju prevazilazenja ograni¢enja druge generacije P-
gp modulatora. Modulatori tre¢e generacije ne uticu na funkciju citohroma P450
3A4 u primenjivanim koncentracijama i smatra se da ne inhibiraju ni druge
ABC transportere. Zahvaljuju¢i specifi¢nosti za P-gp pumpu, smanjen je uticaj
modulatora trece generacije na bioraspolozivost ili ekskreciju hemioterapeutika.
U toku su klini¢ka ispitivanja modulatora treCe generacije, koja su do sada
pokazala da ni jedan od predstavnika nije uzrokovao znacajne promene u
farmakokinetici istovremeno primenjenih citotoksi¢nih lekova. Iz tih razloga
nije bilo potrebe za smanjenjem doze hemioterapeutika.

Tre¢oj generaciji P-gp inhibitora koji su u fazi klini¢kih ispitivanja
pripadaju derivati antranilamida - tarikvidar (XR9576) [32], derivati
ciklopropildibenzosuberona — zosukvidar (LY335979) [33] i lanikvidar
(R101933) [34], kao i supstituisani diarilimidazoli - ONT-093 [35] (Slika 3).
lako se razlikuju po hemijskoj strukturi i poreklu, ovi modulatori pokazuju
visok afinitet i specifi¢nost za P-gp transporter.

Jedan od najperspektivnijih P-gp inhibitora tre¢e generacije, tarikvidar,
pokazuje visok afinitet za P-gp transporter i inhibira njegovu aktivnost.
Inhibitorni efekat tarikvidara na P-gp pumpu je znatno veéi u odnosu na prvu i
drugu generaciju P-gp modulatora, u smislu potencije i duzine delovanja.
Tarikvidar nije pokazao efekte na farmakokinetiku paklitaksela, vinorelbina, ili
doksorubicina, kada je primenjivan zajedno sa ovim hemioterapeuticima u
terapiji Cvrstih tumora. Zbog toga nije bilo potrebno smanjivati standardne doze
ovih hemioterapeutika. Tarikvidar je trenutno u IV fazi klinickih ispitivanja
[36].

Zosukvidar je jedan od najpotentnijih P-gp inhibitora [37]. U
ispitivanjima je pokazano da zosukvidar ne pokazuje znacajne farmakokineticke
interakcije sa doksorubicinom, etopozidom, daunorubicinom, vinkristinom, ili
paklitakselom [38]. Kao i kod primene tarikvidara, nije potrebno smanjiti doze
hemioterapeutika koji se primenjuju u kombinaciji sa ovim P-gp modulatorom
[39].

Lanikvidar i ONT-093 [40] su jo§ dva P-gp inhibitora treCe generacije.
Pokazano je da ova dva inhibitora efikasno i selektivno inhibiraju P-gp bez
efekata na farmakokinetiku docitaksela i paklitaksela. Zadovoljavajuca
selektivnost za P-gp Cini ih dobrim klinickim kandidatima za modulatore
multiple rezistencije. Lanikvidar je potencijalno oralni preparat koji je u Fazi Il
klinickih ispitivanja kod metastatskih tumora dojke u kombinaciji sa taksolom.
Drugi P-gp inhibitori, koji su u ranim klinickim istrazivanjima kao modulatori
multiple rezistencije, jesu SN-22995, etakrinska kiselina i irofulven.
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Slika3  P-gp inhibitori tree generacije: tarikvidar (XR9576),
zosukvidar (LY335979), lanikvidar (R101933), ONT-093

Figure 3 Third generation of P-gp inhibitors: tariquidar (XR9576),
zosuquidar (LY335979), laniquidar (R101933), ONT-093

Analizom odnosa strukture i dejstva vise od 100 razlicitih supstrata za P-
gp, definisani su osnovni strukturni elementi potrebni za interakcije sa P-gp,
koji se uglavnom baziraju na sposobnosti formiranja vodoni¢nih veza [41].
Identifikovana su dva tipa strukturnih elemenata: a) tip I, koji sadrzi dve grupe
koje su akceptori vodoniénih veza na rastojanju od 2.5 = 0.5 A i b) tip II, koji
sadrzi tri grupe koje su akceptori vodoni¢nih veza na rastojanju od 4.6 £ 0.6 A,
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ili dve grupe koje su akceptori vodoni¢nih veza na istom rastojanju (Slika 4)
[42]. Svi molekuli koji sadrze bar jedan od ova dva tipa strukturnih elemenata
mogu da budu supstrati za P-gp. Broj i ja¢ina vodoni¢nih veza odreduju afinitet
za protein, §to je razumljivo s obzirom da transmembranske sekvence P-
glikoproteina koje su ukljucene u vezivanje supstrata sadrze veliki broj grupa
koje imaju potencijal stvaranja vodoni¢nih veza sa supstratom, kao Sto su
hidroksilne (OH) grupe aminokiselina serina (Ser), treonina (Thr) i tirozina
(Tyr), ili amino (NH;) grupe aminokiseline glutamina (Gln), indolne (NH)
grupe triptofana (Trp) i1 sulfhidrilne (SH) grupe cisteina (Cys). Takode je
pokazano da je lipofilnost najznacajniji fizicko-hemijski parametar za
interakcije sa membranskim P-gp, tako da efektivan P-gp modulator mora da
ima log P veéi od 2.9 [43]. Na osnovu ovih analiza mogu se optimizirati ili
dizajnirati novi molekuli koji ¢e biti potentniji i selektivniji P-gp inhibitori.

>
>

=<

peha

=
-

)

b=
-T-

\_/

R EE——
25+05A 462064

Slika 4  Pretpostavljeni strukturni elementi znacajni za vezivanje za
P-glikoprotein

Figure 4 Proposed structural elements significant for P-glycoprotein
binding
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Zakljucak

Treca generacija P-gp inhibitora, zbog specificnosti za P-gp transportere i
odsustva interakcija sa citohromom P450 3A4, pruza znatne prednosti u odnosu
na prvu i drugu generaciju P-gp inhibitora. Rezultati klinickih istrazivanja
pokazuju da jedinjenja treCe generacije P-gp inhibitora kao sto su tarikvidar,
zosukvadar, lanikvidar i ONT-093 mogu da se primenjuju u kombinaciji sa
punim dozama citotoksicnih agenasa zbog minimalne interferencije u
farmakokinetici citotoksi¢nih agenasa. Mada su razli¢iti mehanizmi nastajanja
rezistencije, kao i toksi¢nost i interferencije modulatora prve i druge generacije
doveli u pitanje klinicki znacaj ovih lekova, ocekuje se da ¢e upotreba
optimiziranih modulatora tre¢e generacije dovesti do znacajnih poboljSanja u
hemioterapiji kancera. Dalji razvoj ovih lekova moze da predstavlja pravi
terapeutski potencijal za prevazilazenje rezistencije na antikancerogene lekove.
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Summary

Multidrug resistance (MDR) is a significant obstacle to providing effective
chemotherapy to many patients suffering from different types of cancer. Although
resistance to anticancer drugs may be developed by different mechanisms, one of the
underlying mechanisms of classical MDR is cellular overexpression of P-glycoprotein
(P-gp) which acts as an efflux pump for different substrates in cells, resulting in
decreased concentration of anticancer drugs in cancer cells. Inhibiting P-gp as a method
to reverse MDR in cancer patients has been studied extensively. The development of P-
gp inhibitors from first to third generation is presented in this work. First-generation
inhibitors (eg. cyclosporin A, verapamil) are limited by their toxicity, whereas second-
generation inhibitors (eg. valspodar, biricodar) showed reduced toxicity but were
confounded by unpredictable pharmacokinetic interactions with anticancer drugs as well
as interactions with other transporter proteins. Third-generation inhibitors (tariquidar,
zosuquidar, laniquidar and ONT-093) show high potency and specificity for P-gp. The
continued development of these agents may establish the true therapeutic potential of P-
gp-mediated MDR reversal.

Key words: multidrug resistance, anticancer drugs, P-glycoprotein inhibitors

“corresponding author: seric@pharmacy.bg.ac.rs

284



