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SAZETAK

Bioaktivne tvari biljnog podrijetla dragocjen su ishodni materijal za razvoj novih
lijekova. Brojna znanstvena istraZivanja usmjerena su otkrivanju novih lijekova
antitumorskog djelovanja buduc¢i da je karcinom rastuci svjetski zdravstveni problem i drugi
glavni uzrok smrtnosti nakon kardiovaskularnih bolesti. Paklitaksel je otkriven upravo u
sklopu jednog takvog znanstvenog projekta u kori pacificke tise (Taxus brevifolia Nutt.).
Danas je paklitaksel dio standardne terapije u lijeCenju razliCitih vrsta karcinoma, bilo u
pocetnom ili uznapredovalom stadiju. Odobrene terapijske indikacije obuhvacaju karcinom
dojke, jajnika i pluca te Kaposijev sarkom povezan s AIDS-om.

Cilj ovog specijalistickog rada bio je prikupiti i obraditi relevantna znanstvena
istraZzivanja te pruZiti pregled odnosa molekulske strukture i djelovanja paklitaksela,
biosintetskog 1 sintetskog puta dobivanja, mehanizma djelovanja te farmakokinetickog i
klini¢kog profila. Posebna pozornost posvecena je razumijevanju mehanizama rezistencije na
paklitaksel 1 neZeljenih ucinaka, Sto je veliki poticaj razvoju suvremenih formulacija lijeka
povecane selektivnosti 1 djelotvornosti te smanjenih toksi¢nih ucinaka. U razvoju novih
formulacija paklitaksela najceS¢e se koriste nanocestice, liposomi, ciklodekstrini, analozi te
prolijekovi. Dosadasnje znanstvene spoznaje ukazuju na velik potencijal primjene novih

formulacija paklitaksela te potiCu buduca istrazivanja.
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SUMMARY

Bioactive substances derived from plants are a valuable source of medicines. Numerous
scientific research projects are focused on discovery of new anticancer agents since cancer is
a growing world health problem and the second major cause of death after cardiovascular
diseases. In one such scientific project paclitaxel was discovered as the major substance in the
bark of pacific yew (Taxus brevifolia Nutt.). Today paclitaxel is a standard therapy in the
treatment of different types of carcinoma, both in early and advanced stages. It is approved for

treatment of breast cancer, ovarian cancer, lung cancer and AIDS-related Kaposi's sarcoma.

The aim of this work was to collect and analyse the relevant scientific research and give
overview of molecular structure and activity relationship of paclitaxel, biosynthetic and
synthetic pathways, mechanism of action, pharmacokinetic and clinical profiles. Special focus
was put on understanding of resistance mechanisms to paclitaxel as well as adverse events
which are the important impulses for development of new formulations with enhanced
selectivity and efficiency, and reduced toxic effects. The most used approaches for developing
new formulations of paclitaxel are nanoparticles, liposomes, cyclodectrins, analogues and
prodrugs. Current scientific data indicate a great potential for the use of new paclitaxel

formulations and encourage further research.
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Svakodnevno se biljezi porast oboljelih od karcinoma koji je danas, uz kardiovaskularne
bolesti, glavni uzrok smrtnosti u svijetu. Da bi ukazala na taj rastu¢i globalni zdravstveni
problem, Svjetska zdravstvena organizacija je 2005. godine na svom 58. zasjedanju u Zenevi
usvojila Rezoluciju o prevenciji i kontroli karcinoma. Prema procjeni Svjetske zdravstvene
organizacije u sljede¢ih 20 godina broj novih slucajeva raka porasti ¢e najmanje za 50% (1).
Stoga se posebna pozornost posvecuje otkricu novih lijekova antikancerogenog djelovanja,
posebice onih iz prirodnih izvora. Od 1960-ih godina u borbi protiv karcinoma sluZe nam
sekundarni metaboliti mikroorganizama te kopnenih i morskih organizama (2).

Paklitaksel je jedan od najpoznatijih i najprimjenjivanijih antitumorskih lijekova danasnjice.
Nije otkriven slu€ajno ve¢ je rezultat istraZivanja viSe od 12000 prirodnih supstancija. UspjeSan
razvoj paklitaksela je rezultat dugogodiSnjeg napornog rada brojnih istrazivaca u znanstvenim
ustanovama 1 farmaceutskoj industriji. Povijest paklitaksela zapocela je u SAD-u u sklopu
velikog znanstvenog projekta Nacionalnog instituta za rak, s ciljem da se istraZzi antitumorski
potencijal velikog broja razlicitih biljnih ekstrakata 1 napravi probir najucinkovitijih biljnih
sastavnica (3). Godine 1962. prikupljeni su uzorci kore vrste Taxus brevifolia Nutt. 1 podvrgnuti
testiranju antitumorskog djelovanja. Konacna struktura paklitaksela kao glavne aktivne
sastavnice pacificke tise objavljena je 1971., a prva klinicka istrazivanja zapoceta su 1984.
godine (4). Unato€ uspjesnim klinickim istrazivanjima, nedostatak prirodnih resursa znacajno je
usporio proizvodnju lijeka koji se tek 1992. godine poceo koristiti u lijeCenju karcinoma jajnika
(5). Ustanovljena su strukturna obiljeZja molekule klju¢na za antitumorsko djelovanje
paklitaksela (6) te je razjasnjen mehanizam djelovanja. Paklitaksel poti¢e stvaranje mikrotubula

od dimera tubulina te stabilizira mikrotubule sprjeCavanjem depolimerizacije. Ta stabilnost



rezultira inhibicijom normalne dinamicke reorganizacije mreze mikrotubula koja je kljucna za
vitalnu interfazu 1 mitotske funkcije stanice. Pored toga, paklitaksel inducira abnormalne nizove
ili "snopove" mikrotubula kroz stanicni ciklus te umnaZza astere mikrotubula tijekom mitoze (7,
8).

Struktura paklitaksela, zbog kompleksnosti stereokemije i strukture prstenova, predstavlja
jedan od najvec¢ih izazova u pogledu sintetiziranja neke prirodne molekule. Iako je sinteza
provedena, paklitaksel se dobiva polusintetski. Danas se istrazuju nove moguénosti dobivanja
lijeka, a medu novijim istraZivanjima istie se uloga endofitskih gljiva u biosintezi paklitaksela
(4). Do danas su provedena brojna pretklinicka i klinicka istraZivanja paklitaksela koja su dovela
do njegove terapijske primjene, uz najmanje moguce neZeljene ucinke, $to podrazumijeva i

razvoj novih formulacija lijeka (9).



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Istrazivanja prirodnih produkata dovela su do razvoja vaznih antitumorskih lijekova koji se
danas opseZzno primjenjuju u lijeCenju razliitih vrsta karcinoma. Otkri¢e 1 razvoj paklitaksela
pokazuje svu kompleksnost dobivanja lijeka iz prirodnih resursa. Primjenjuje se u lijeenju
karcinoma dojke, jajnika i plu¢a te Kaposijevog sarkoma. Iako je prvotno izoliran iz kore
pacificke tise (Taxus brevifolia Nutt.), dobiva se polusintetski iz listova europskih tisa. Danas se
ulazu veliki napori u otkrivanje drugih moguc¢nosti dobivanja ovog lijeka te u istraZivanje novih
formulacija. Stoga je cilj ovog rada dati sveobuhvatan pregled znanstvenih spoznaja o

paklitakselu.



3. MATERIJALI I METODE

IstraZivanja u okviru ovoga specijalistickog rada teorijskog su karaktera i ukljucuju pregled
dostupne literature o povijesnom razvoju paklitaksela i suvremenim znanstvenim istraZivanjima.
U pretrazivanju su koriStene dostupne elektronske bibliografske baze podataka kao Sto su:
Current Contents, ScienceDirect, Scopus, PubMed, Medline i dr. Prikupljeni podaci su prouceni i
sistematicno prikazani, a obuhvacaju strukturna i bioloSka svojstva molekule, mehanizam
antitumorskog djelovanja, odnos strukture i ucinka, biosintezu, dobivanje lijeka iz prirodnih
resursa, farmakokineticki profil, formulacije, terapijske indikacije i doziranje, neZeljene ucinke te

nove formulacije lijeka.



4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Otkrice i povijest paklitaksela

Povijest paklitaksela zapocela je u SAD-u u sklopu velikog znanstvenog projekta
Nacionalnog instituta za rak (National Cancer Institute, NCI), s ciljem da se istrazi antitumorski
potencijal velikog broja razlicitih biljnih ekstrakata 1 napravi probir najucinkovitijih biljnih
sastavnica. Godine 1962. skupina botaniCara na c¢elu s dr. Arthurom Barclayem u drzavi
Washington sakupila je uzorke vrste Taxus brevifolia Nutt. (slike 1 1 2). Konacna struktura
paklitaksela kao glavne aktivne sastavnice objavljena je 1971. godine, za S§to su zasluZni
znanstvenici dr. Monroe Wall, dr. Mansukh Wani i dr. Andrew McPhail (3). Kompleksna
struktura ovog polioksigeniranog diterpena prikazana je na slici 3.

Otkri¢e strukture paklitaksela nije odmah pobudilo interes farmaceutske industrije, $to je i
bilo za oCekivati s obzirom na predvidljive poteskoce u razvoju i proizvodnji. Naime, paklitaksel
je prisutan u vrlo maloj koli¢ini samo u kori vrste T. brevifolia koja je prili¢no tanka. Stoga se
Cinilo gotovo nemoguéim izolirati dovoljnu koli¢inu diste tvari za pretklinicka i klinicka
istrazivanja te kasnije za klini¢ku primjenu. Pacificka tisa je sporo rastu¢e drvo koje primarno
nastanjuje zapadna obalna podrucja Sjeverne Amerike. Iznimno sloZena struktura kocila je razvoj
sintetskog puta dobivanja, $to je takoder znaCajno usporavalo daljnji razvoj paklitaksela kao
lijeka. U ranoj fazi istraZivanja antitumorski ucinak bio je potvrden samo na KB stani¢nim
kulturama, razli¢itim vrstama leukemije te jednoj vrsti karcinosarkoma, te nije bilo jasno hoce li
biti djelotvoran i kod solidnih tumora. Put pretklinickom ispitivanju 1 toksikoloSkim studijama
otvoren je zahvaljujuéi izolaciji dovoljnih koli¢ina paklitaksela za potrebe ispitivanja na
zivotinjama te otkricu djelovanja na razliite solidne tumore. VaZna prekretnica u istraZivanju

bilo je otkrice dr. Susan Horwitz o mehanizmu djelovanja paklitaksela koji pospjeSuje



polimerizaciju tubulina. Unato¢ uspje$nim klini¢kim rezultatima, veliku prepreku brzom razvoju

i dalje su predstavljale ogranicene koli¢ine kore kao jedinog prirodnog izvora lijeka. Pocetni

postupak sakupljanja kore i ekstrakcije kasnije je zamijenila polusinteza iz 10-deacetilbakatina III

dobivenog iz europske tise Taxus baccata L., koja se sve do danas koristi kao standardni

postupak za proizvodnju paklitaksela (10).

Slika 1. Pacificka tisa sa zrelim 1 nezrelim
plodovima
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Slika 2. Kora pacificke tise koja sadrzi
paklitaksel

Empirijska formula: C4;H51NO14

Kemijski naziv prema IUPAC-u: 2a, 58, 78, 108,
13a)- 4,10-diacetoksi-13-{[(2R, 3S)-3-
(benzoilamino)-2-hidroksi-3fenilpropanoil Joksi } -
1,7-dihidroksi-9-okso-5,20-epoksitaks-11-en-2-il
benzoat

Molekulska masa: 853.906 g/mol

Prosje¢na masa: 853,9 Da

Agregatno stanje: kristalni praSak

Boja: bijela

Taliste: 216-217 °C



Godine 1984. zapocela su klini¢ka ispitivanja faze 1. Alergijske reakcije koje su bile
posljedica formulacije u obliku emulzije s polioksietiliranim ricinusovim uljem umalo su
zaustavile daljnja istraZivanja, uzrokuju¢i najmanje jedan smrtni slu€aj. Veliki potencijal
paklitaksela ipak je nadvladao pocetne probleme koji su rijeSeni produljenjem trajanja infuzije te
premedikacijom, ¢ime je ujedno povecana citotoksi¢nost i aktivnost in vivo. Ve¢ sljede¢e godine
zapocela je druga faza klinickih ispitivanja, a prvi rezultati dobiveni 1989. godine potvrdili su
djelotvornost kod karcinoma jajnika, a potom i karcinoma dojke. Godine 1992. FDA je odobrila
stavljanje u promet paklitaksela za lijeCenje refraktornog karcinoma jajnika. Dvije godine kasnije
odobren je i za lijeCenje refraktornog ili na antraciklin rezistentnog karcinoma dojke. Americka
farmaceutska kompanija Bristol-Myers Squibb prva je razvila formulaciju lijeka paklitaksela pod

nazivom Taxol (slika 4). SaZeta povijest paklitaksela prikazana je na slici 5 (11).

Slika 4. Prvi paklitaksel na trZiStu zaSticenog naziva Taxol® (Bristol-Myers Squibb)
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4.2. Paklitaksel u vrstama roda Taxus L.

Pacificka tisa, Taxus brevifolia Nutt., prvi je poznati izvor paklitaksela. Njegov udio u kori 1
iglicama prili¢no je nizak i varijabilan, a u osusenoj kori iznosi svega 0,01%, odnosno 0,002% u
osuSenim iglicastim listovima. Jedno stogodiSnje stablo tise moZe dati tek 300 mg supstancije.
Stoga je za 1 kg paklitaksela potrebno oko 10 000 kg kore, Sto drugim rije¢ima znaci da je za tu
koli¢inu ljekovite supstancije potrebno posje¢i nekoliko tisu¢a stabala. Problemu niske
koncentracije treba nadodati spori rast biljke i ograni¢enost populacije.

U svrhu pronalaska boljeg izvora ljekovite tvari proucavane su druge vrste roda Taxus iz
razliitih dijelova svijeta. Vrste toga roda uglavnom su rasprostranjene u vlaznim Sumama
umjerenog pojasa na sjevernoj hemisferi, a rastu takoder u suptropskim i tropskim krajevima
jugoistoCne Azije i Srednje Amerike. U Sjevernoj i Srednjoj Americi rasprostranjene su cetiri
izvorne vrste tise karakteristine za pojedina geografska podrucja. Pacificka tisa (7. brevifolia)
Siroko je rasprostranjena u zapadnim dijelovima Kanade 1 Sjedinjenih Americ¢kih Drzava. Raste u
podru¢jima od Aljaske do planina Sierra Nevade u Kaliforniji, posebice u Washingtonu i
Oregonu. Meksicka tisa (7. globosa) karakteristi¢na je za Meksiko, El Salvador, Honduras i
Gvatemalu, dok je floridska tisa (7. floridiana) endemska vrsta sjevernog dijela Floride.
Kanadska tisa (7. canadensis), raste na podru¢ju od Newfoundlanda do Manitobe te juzno od
Iowe do Sjeverne Karoline. Za Europu 1 sjevernu Afriku karakteristi¢na je europska (engleska)
tisa (7. baccata), dok u isto¢nim podru¢jima Azije koja ukljucuju Kinu, Japan, Koreju te dijelove
Rusije izvorno raste japanska tisa (7. cuspidata). Himalajska tisa (7. wallichiana) rasprostranjena
je na prostoru od isto¢nog Afganistana do Tibeta i Kine (11).

Varijabilnost u sadrZaju taksana promatrana je s obzirom na paklitaksel, 10-deacetiltaksol,

cefalomanin, bakatin III i taksol C. Uocene su razlike ovisno o geografskom poloZaju, okoliSu,



nacinu uzgoja, vremenu sabiranja biljnog materijala te uvjetima Cuvanja (12). IstraZzen je udio
paklitaksela u pojedinim organima razlicitih vrsta roda Taxus (tablica 1). Udio paklitaksela bio je

izmedu 0,00003-0,0690% (13).

Tablica 1. Usporedni udjeli paklitaksela u vrstama roda Taxus (13)

Broj Raspon masenog
Taxus sp. Biljni materijal
uzoraka udjela (%)
Kora 15 0,0001-0,0690
Korijenje 0,0008-0,0100

Stablo 0,0001-0,0120
0,00003-0,0040

8

7

Stablo s korom 5
Grane 8 0,0001-0,0050

6

6

T. brevifolia

Listovi/iglice 0,00003-0,0030
Grancice 0,0002-0,0034

Mladice 14 0,0007-0,0150

Deblo 1 0,0009-0,0010
T. baccata Grancice 2 0,0004-0,0009
Listovi 1 0,0030
Deblo 1 0,0020
T. media Grancice 2 0,0090
Listovi 1 0,0020
T. cuspidata | Grancice 1 0,0002-0,0009

10



4.3. Biosinteza paklitaksela

Vazan prekursor u biosintezi paklitaksela je geranilgeranil-difosfat (GGPP) koji se pomocu
enzima taksadien sintaze prevodi u taksadien. Sljede¢i vazni koraci su oksidacija na C-5 i
stvaranje dvostruke veze izmedu C-4 i C-20 kada nastaje taksadien-5-ol, uz enzim taksadien-5-
hidroksilazu. Put do bakatina III ukljucuje sedam koraka oksigeniranja (slika 6a), a postrani lanac

nastaje iz fenilalanina.

H
Zo
.
/ N
OPP
geranilgeranil-difosfat

et

taksa-4(5 )1 1(12)-d1en

l (0] 5
Il

taksa-4(20),11(12)-dien-5a-o0l

bakatin III

Slika 6a. Biosinteza bakatina III (14)
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Ustanovljena je intramolekularna migracija aminoskupine u fenilalaninu iz a u B polozaj
pomocu enzima fenilalanin-aminomutaze. Iz B-fenilalanina oksidacijom nastaje fenilizoserin.
Fenilizoserin se veZe s bakatinom III i nastaje debenzoiltaksol, posljednji meduprodukt u
biosintezi paklitaksela (slika 6b). Na kraju se stvara amidna veza izmedu benzojeve kiseline i

fenilizoserinskog ostatka (14).

NH, NH,
§_COOH = OH
m, - cooH COOH
fenilalanin pB-fenilalanin fenilizoserin
/ g
o 0-C-CH,

SCoA

H,N )
H
¢ = (0]
/ OH OH - ﬁ - CH;

I
(0]

o debenzoiltaksol

Il
0-C - CH,
o O OH
. ‘
: 0— c CH;

paklitaksel

Slika 6b. Biosinteza od bakatina III do paklitaksela (14)
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4.4. Proizvodnja paklitaksela u biljnim stani¢nim kulturama

Uobicajena reakcija biljaka na promjenu okoliSnih uvjeta je bioloSki odgovor putem
specifiCnih mehanizama prijenosa signala. Nakupljanje paklitaksela i srodnih taksana u vrstama
roda Taxus zapravo je bioloSki odgovor na specificne vanjske podrazaje poput prirodnih
hormona, nutrijenata, kemijskih agensa, svjetlosti te ozljedivanja tkiva. Upravo se na tom
principu zasniva 1 proizvodnja paklitaksela u biljnim stani¢nim kulturama. Pra¢enjem utjecaja
razli¢itih prijenosnika podrazaja utvrdeno je da metil-jasmonat (MeJA) snaZno stimulira
proizvodnju taksana. Jasmonati inac¢e imaju vaznu ulogu u signalnim procesima koji reguliraju
obrambene odgovore u biljkama. Fenil-alanin-amonij liaza ili inhibitori proteinaze, kao osnovni
proteini povezani s patogenezom, uglavnom sudjeluju u cijeljenju ozlijedenih tkiva i u zastiti
neozlijedenih tkiva od infekcija patogenima ili djelovanja proteaza insekata. Njihova aktivacija
pomocu jasmonata dogada se i u ozlijedenom i neozlijedenom tkivu. Razina endogene
jasmonicne kiseline (JA) raste kao odgovor na vanjske podrazaje poput ozljedivanja, djelovanja
mehaniCke sile te napada patogena. Ispitivanja su pokazala da metil-jasmonat stimulira
proizvodnju paklitaksela, srodnih taksana i biosintetskog intermedijera bakatina III jae od
cefalomanina. Ostali stimulatori, poput abscisinske i salicilatne kiseline, nisu pokazali u¢inak na
stanicni rast 1 proizvodnju taksana. Nasuprot tome, MeJA stimulira proizvodnju taksana 1 inhibira
stani¢ni rast. Akumulacija paklitaksela ovisna je o dozi, a najveca stimulacija uoCena je pri
koncentraciji MeJA od 100 pmolL!, a prinos paklitaksela dostiZe vrijednost od 110 mgL! u 14
dana.

Usporedi i se stani¢ni prinos 1 proizvodnja paklitaksela u stani¢nim kulturama 7. baccata,
T. brevifolia 1 T. x media nakon obrade s MeJA, uocava se poviSeni sadrzaj taksana u svim

stani¢nim kulturama, medutim, stupanj odgovora na MeJA je razli¢it. U kontrolnim kulturama
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koje ne sadrzavaju MeJA najviSe razine taksana proizvela je kultura 7. x media, dok su
istovremeno kulture 7. baccata i T. brevifolia proizvele malo taksana. Kulture 7. x media
obradene sa 100 pumolL! MeJA proizvele su najviSe razine paklitaksela i bakatina IIL
Istovremeno je porast paklitaksela u obradenim kulturama 7. baccata bio neSto nizZi, dok je
najniZi porast uocen u kulturama 7. brevifolia.

Kako bi se utvrdila strukturna obiljezja bitna za stimulaciju proizvodnje paklitaksela, spojevi
srodni metil-jasmonatu (slika 7) dodani su odvojeno u kulture 7. x media. Metil-kukurbat i cis-
jasmon imali su manji u€inak na stani¢ni prinos od MeJA-e, uz slab stimulativni u¢inak na
proizvodnju paklitaksela. Suprotno tome, (+)-jasmonat imao je najjaci ucinak, po intenzitetu
usporediv s u¢inkom MeJA-e. Na temelju dobivenih podataka zakljuceno je da su najmanje dva
strukturna dijela MeJA-e vaZzna za aktivnost: supstitucija octenom kiselinom ili njenim esterom

na poziciji C-1 te keto skupina na poziciji C-3 (15).

O (@)
\\ \\
. _— l" . —
COOMe COOH

Metil-jasmonat Jasmonat
HO @)
\ _ \ i
COOMe </\:\—/\
Metil-kukurbat cis-Jasmon

Slika 7. Metil-jasmonat i1 srodni spojevi (15)
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4.5. Sintetski put dobivanja paklitaksela

Struktura paklitaksela, zbog kompleksne stereokemije i jedinstvene strukture prstenova,
predstavlja jedan od najvecih izazova u pogledu sintetiziranja nekog prirodnog produkta. Godine
1994. predloZena su prva dva sintetska puta paklitaksela. U sintezi po Holtonu ishodna
supstancija je prirodni spoj B-paculen iz kojeg se dobivaju prstenovi A i B (16). Zatim dolazi do
ciklizacije C prstena, uvodenja oksetanskog D prstena, a zatim do oksidacije na C-9 i
uskladivanja stereokemije na C-9 i C-10 (17). Sinteza slijedi obrazac: AB—ABC—ABCD, kao
Sto je prikazano na slici 8. KoriStenjem komercijalno dostupnog B-paculena dobiva se neprirodni
enantiomer (+)-paklitaksel, dok bi se prirodni (-) enantiomer paklitaksela mogao dobiti uz

koriStenje (—)-borneola.

S
Et blO ! ELSIO OBOM

/\O
% /L, osiey, o/go
Bu'Me:SiO™" Bu'Me,SiO" Bu"Mu,S-O'l

Slika 8. Prikaz sinteze prema Holtonu (3)

Drugi sintetski put (18) slijedi obrazac: A+C—A-C—ABC—ABCD. Princip koristen u
ovoj sintezi je retrosintetska analiza koja je ukljucila pracenje razaranja postojec¢ih veza (slika 9).
Dva fragmenta koji ¢ine prekursore prstenova A i C spajaju se pomocu Shapirove reakcije i
McMurryjevog spajanja te formiraju skelet ABC prstena na koji se nadograduje oksetanski prsten
i supstituenti na udaljenim pozicijama prstenova B i C. Zatim dolazi do oksigenacije na C-13 i

kona¢no esterifikacije kojom se dodaje postrani¢ni lanac (slika 10).
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McMurryjevo spajanje

esterifikacija
i AcO /O OH
Ph o 19
' y 2
R N
’ i ! R R A ! - tvorba
o PhOH ' N 3 0 oksetana
\682 AcO 20
oksigeniranje Shapirova reakcija

Slika 9. Prikaz razaranja veza u molekuli paklitaksela (18)
(Ph-fenil, Obz-benzoil, Oac-acetil)

Bu'Me,SiO _
Pr‘gsi? OBn

Slika 10. Prikaz sinteze prema Nicolaou (3)

Od ostalih sinteza valja istaknuti one koje su proveli Danishefsky i Wender. Danishefskyjeva
sinteza (19) specifi¢na je po tome $to se oksetanski prsten formira u vrlo ranoj fazi te prolazi sve
korake sinteze. Wenderova sinteza po linearnom obrascu tipa A—AB— ABC—ABCD podsjeca
na Holtonovu. Polazna supstancija je verbenon, a potrebnih 37 koraka c¢ini je najkracom
poznatom sintezom paklitaksela.

Zbog kompleksnosti svih dosad poznatih putova potpune sinteze paklitaksela, ekonomske
neisplativosti 1 niskog iskoriStenja, niti jedan od njih nije se nametnuo kao put izbora za
komercijalnu proizvodnju te ljekovite supstancije.
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4.6. Polusintetsko dobivanje paklitaksela

Pocetna supstancija za polusintezu paklitaksela je 10-deacetilbakatin III (10-DAB) izoliran iz
iglicastih listova 1 granCica europske tise (slika 11). Potrebno je acetilirati molekulu preko
hidroksilne skupine na C-10 1 izvrSiti esterifikaciju hidroksilne skupine na C-13 s (2'R-3'S)-N-
benzoil-3'-fenilizoserinom. Najznacajniji put dobivanja s komercijalnog aspekta je onaj temeljen
na metodi s B-laktamom koju su nezavisno razvili znanstvenici Holton 1 Ojima, a koristila ga je

tvrtka Bristol-Myers Squibb (11, 14).

Slika 11. Struktura 10-deacetilbakatina III (14)
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4.7. Odnos strukture i djelovanja paklitaksela

Za antitumorsko djelovanje paklitaksela kljuan je postrani¢ni lanac na C-13. Hidroksilna
skupina je esterificirana s (2'R-3'S)-N-benzoil-3'-fenilizoserinom (slika 12). Ukoliko se zaStiti
hidroksilna skupina na C-2' djelotvornost se viSestruko smanjuje, medutim, ako se zastita provodi
labilnom grupom, aktivnost in vivo bit ¢e slicna onoj ishodne strukture buduc¢i da ce se
protektivna skupina hidrolizirati zbog svoje nestabilne prirode. Takve se modifikacije koriste za
dobivanje prolijekova paklitaksela. Istrazivanja su pokazala sljedece:

1. C-3" arilna skupina klju¢na je za djelovanje, dok se amidna arilna skupina moze zamijeniti

slicnom arilnom ili alkilnom skupinom;

2. C-3' arilna skupina neophodna je za bolju aktivnost, a zamjenom s metilnom skupinom

aktivnost se smanjuje 19 puta;

3. zamjena dusSika vezanog na C-3' kisikom moguca je bez znacCajnijeg gubitka aktivnosti;

4. stereokemija na C-2'i C-3' snazno utjeCe na aktivnost; 2'S,3'R izomer pokazuje znacajnije

manju aktivnost od prirodnog 2'R,3'S izomera, dok je aktivnost izomera 2'S,3'S i 2'R,3'R

sli¢na prirodnom (20, 21).

26 24
25

Slika 12. Strukturna obiljezja paklitaksela (21)
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Slika 13 detaljno prikazuje odnos strukture i aktivnosti paklitaksela. Postrani¢ni lanac
paklitaksela kemijski je neaktivan, ali je vazan za biolosku aktivnost. Iako to jo§ nije u potpunosti
razjasSnjeno, pretpostavlja se da ima bitnu ulogu kod vezivanja u hidrofobnu pukotinu veznog
mjesta za paklitaksel, ¢ime se stabiliziraju interakcije lijek-tubulin.

Izmjene na diterpenskom prstenu na atomima C-2, C-7 1 C-10 imaju mali uc¢inak na biolosku
aktivnost lijeka. Za razliku od toga, oksetanski prsten je kljucan za citotoksi¢ni u¢inak. Radikali
C-1 hidroksil, C-2 benzoiloksi i C-4 acetil takoder su vazni za antitumorsku aktivnost. Ako se
promatra gornja i donja polovica strukture paklitaksela, zakljuCuje se da su izmjene u gornjoj
polovici bez znaCajnijeg utjecaja na bioloSki ucinak, dok izmjene u donjoj polovici nisu

preporucljive zbog krucijalne uloge koju taj dio molekule ima u vezanju mikrotubulina (20).

Moze se esterificirati,
Acetilna ili acetoksi

! 2 epimerizirati ili ukl oniti
N-adlna skupina SkuP"}"f moze se Redukcii bez znadajnog gubitka
neophodnaza ukloniti bez sl:bo s aktivnosti; neki derivati
djelovanje; neki adlni znaégnog utjecza e Bl o
analozi imaju na aktivnost; neki glcc)‘\.‘ecas? \ laln_:‘u potbolj >amu
pojatanu aktivnost acilni analozi imaju LS e

poboljsanu aktivnost

o
Skupina se smije zamijeniti alkenilom \\\4 - CGHS/I\

ili supstituiranim fenilom. Neke

Kondenzirani
C-prsten neaktivan

Oksetanski ili dklopropanski
prsten nuZan za aktivnost; zamjena
S sa O smanjuyj e aktivnost

NH O

A

skupine pridonose vecoj aktivnosti.
Slobodna 2'-hidroksilna skupinaili

iz njeizvedeni ester koji se moze

hidrolizirati nuzni za djelovanje

Kondenzirani
A-prsten neaktivan

14p,1-karbonatni analozi
zadrzavaju aktivnost

14p-hidroksilna skupinaili

Uklanjanje acetata smanjuje
aktivnost; zamjena s drugim
skupinama moZe povecati aktivnost

Adiloks skupina nuzna; odredene alkenilnei supstituirane
aromatske skupine pridonose vecoj aktivnosti

| Hidroksilna skupina poZeljna, ali ne i presudna |

Slika 13. Odnos strukture i aktivnosti paklitaksela (3)
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Sljedeci korak u istrazivanju bio je otkrivanje trodimenzionalne strukture. Budu¢i da je veza
lijek-receptor uvjetovana trodimenzionalnom stereokemijom obiju komponenti, trodimenzionalna
struktura lijeka vazna je za njegovu bioloSku aktivnost. Kako bi se razjasnila trodimenzionalna
struktura molekule paklitaksela koriStena je NMR analiza, medutim, dobiveni su razliciti rezultati
o najizglednijoj konformaciji paklitaksela u otopini. Kristalografskom analizom dobiveni su nesto
precizniji rezultati. Utvrdeno je da tanki plocasti kristali paklitaksela naj¢eS¢e rastu na granici
vodene i organske faze. Kristali su monoklinski, a dimenzije kristalne jedinice iznose a =
9,661(1) A, b =28,275(3) A, ¢ = 19,839(2) A te B = 99,730(4)°. Kristali sadrze dvije nezavisne
molekule paklitaksela u asimetricnoj jedinici te nekoliko molekula vode i otapala. Dvije
nezavisne molekule paklitaksela oblikom su sli¢ne, a glavna razlika ocituje se u konformaciji C-
13 postranog lanca. Na slicil4 dan je stereoskopski prikaz svake molekule. Lanac C-13 nalazi se
u izduzenoj konformaciji u obje molekule, zbog ¢ega su benzamidne skupine najudaljenije od
grozda taksanskog prstena. Orijentacija benzoatne skupine na C-2 i acetatnih skupina na C-4 1 C-
10 atomima taksanskog prstena vrlo su sli¢ne u obje molekule: C-2 benzoatna skupina i C-10
acetatna skupina izduZene su u suprotnim smjerovima od taksanskog prstena 1 to otprilike
okomito na C-13 postrani¢ni lanac. U obje je molekule acetat na C-4 usmjeren u suprotnom
smjeru od benzoata na C-2 atomu, pri ¢emu je karbonilni kisik iz acetatne skupine smjeSten iznad
dZepa u obliku slova ,,U* koji Cini rigidna struktura prstena.

Stereokemija na C-13 atomu klju¢na je za biolosku aktivnost paklitaksela, pa je stoga
postrani¢ni fleksibilni lanac na C-13 bio cilj brojnih NMR analiza. Te studije upucuju da je u
nepolarnim otapalima, poput kloroforma i metilenklorida, C-2 benzoilna skupina smjesStena blize
fenilamidnoj skupini nego C-3' fenilnoj. Za razliku od toga, u polarnijim otapalima C3’ fenilna
skupina smjestena je blizu C-2 benzoilnoj i C-4 acetilnoj skupini. Kristalna struktura molekule B

paklitaksela u otopini pokazuje slican prostorni raspored strukturnih skupina kao onaj dobiven
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pomo¢u NMR analiza u polarnim otapalima. Ovo podudaranje ukazuje da je molekula B

vjerojatnija konformacija paklitaksela u odnosu na molekulu A, posebice u vodenom mediju (6).

molekula A

molekula B

Slika 14. Paklitaksel - stereoskopski prikaz molekula A i B (6)
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Analiza mreZze vodikovih veza u kristalu vazan je pokazatelj na koji ¢e se nac¢in molekula
paklitaksela vezati za receptore mikrotubula. U kristalnoj strukturi paklitaksela vodikove veze
uocCavaju se izmedu dviju molekula paklitaksela te izmedu molekula paklitaksela i molekula

medija. Na slici 15 dan je shematski prikaz vodikovih veza izmedu molekula paklitaksela (6).

8) o

L
g| 0,

\
-0
07
Slika 15. Shematski prikaz interakcija vodikovih veza izmedu molekula A i B paklitaksela (6)
Svaka molekula simbolicki je prikazana pomocu vertikalne i horizontalne linije koje oznacavaju rigidnu

prstenastu strukturu (tzv. glava) i C-13 postranicni lanac (tzv. rep). Strelice su usmjerene prema glavi i repu
pojedine molekule. Vodikove veze prikazane su isprekidanim linijama.

Studije povezanosti strukture i aktivnosti na C-13 postranicnom lancu paklitaksela pokazale
su da je C-2' hidroksilna skupina klju¢na za biolosku aktivnost. C-2' hidroksilne skupine

sudjeluju u vodikovim vezama i kao akceptori i kao donori. Dvije takve vodikove veze formiraju
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tzv. glava-rep dimernu asocijaciju izmedu molekula paklitaksela, a tre¢a sluZi za povezivanje s
molekulom vode. Rezultati studija povezanosti strukture i aktivnosti te studija sposobnosti
vezanja pomoc¢u vodikovih veza ukazuju da se vezivanje paklitaksela na mikrotubule odvija
upravo posredstvom vodikovih veza. Osim C-13 lanca, i C-2 benzoatna skupina pokazala se
vaznom za biolosku aktivnost. Naime, svi aktivni derivati dobiveni iz sirovog biljnog ekstrakta
sadrze benzoatnu grupu na C-2, a uklanjanje te skupine dovodi do znaCajnog smanjenja
antitumorskog djelovanja. Hidrofobna priroda benzoata vazna je kod stabilizacije orijentacije
supstituenata na C-3'. To se posebice uocava kod molekule B paklitaksela, gdje blizina C-2
benzoata i C-3' fenila utjeCe na njihovu orijentaciju. Nadalje, vjeruje se da C-2 benzoat doprinosi

bioloskoj aktivnosti vezanjem na hidrofobni dZep proteina tubulina (6).

23



4.8. Mehanizam djelovanja paklitaksela

Mikrotubuli su Suplje cilindri¢ne cjevCice koje nastaju povezivanjem heterodimera a- i [
tubulina u polimere. Tubulinski heterodimeri udruzuju se u protofilamente. U uvjetima in vivo,
mikrotubuli se u pravilu sastoje od 13 protofilamenata, a promjer im je 25 nm. Za razliku od toga,
u prisutnosti paklitaksela uglavnom nastaju mikrotubuli koji se sastoje od 12 protofilamenata.
Iako im je primarna uloga formiranje diobenog vretena tijekom stani¢ne diobe, mikrotubuli su
ukljuceni i u brojne vitalne funkcije stanice u interfazi, ukljucujuc¢i odrZzavanje oblika stanice,
pokretljivost, prijenos signala te unutarstani¢ni transport. lako monomeri a- i B-tubulina dijele
samo oko 40% sekvencijske homologije, nacin njihova slaganja u trodimenzionalnu strukturu
vrlo je sliCan. Struktura svakog monomera moZe se podijeliti u tri glavne strukturne domene.
N-terminalna domena (ostaci 1-206) sudjeluje u nukleotidnom vezivanju. Centralna domena
(ostaci 207-384) je ukljucena u longitudinalne i lateralne kontakte izmedu o- i - monomera
tubulina koji se ostvaruju u protofilamentima. Upravo se na hidrofobni dZep unutar centralne
domene veZe paklitaksel (slika 16). C-terminalna domena sastoji se od dva antiparalelna heliksa
koji se presavijaju preko druge dvije domene. C-terminalna domena sudjeluje u vezanju razlicitih
regulatornih i motornih proteina, ukljucujuci tau, MAP2 i kinezin. Vezno mjesto za paklitaksel
nalazi se u dubokoj hidrofobnoj pukotini blizu povrSine B-tubulina, gdje se paklitaksel veZze na
protein pomocu tri moguée vodikove veze i viSestrukih hodrofobnih veza. Zidovi pukotine
sastoje se od viSe elemenata sekundarne strukture povezanih molekulom paklitaksela. Dijelovi
heliksa H1, H6 i H7 te petlja izmedu H6 i H7 usidreni su hidrofobnim vezama s
3’-benzamidofenilom, 3'-fenilom i 2-benzoilfenilom molekule paklitaksela (slika 17). Takoder,
3'-fenil je u bliskom kontaktu s B8 i B10 vrpcama B-podjedinice. NH okosnica petlje koja

povezuje vrpce B9 i1 B10 vodikovim je vezama povezana na 2'-OH. C-4 acetat je smjeSten iznad

24



hidrofobnog utora na ostatku 10. C-8 metil je usmjeren prema M-petlji, povezujuéi je van der
Waalsovim vezama s dva ostatka blizu C-terminalnog zavrSetka, Thr-276 1 GIn-281. O-21
paklitaksela slabim elektrostatskim silama povezan je takoder s M-petljom preko Thr-276. C-12
metil smjeSten je u blizini Leu-371 na B9-B10 petlji. Iz svega navedenog, vidljivo je da oba
postrani¢na lanca kao i bakatinska jezgra paklitaksela sudjeluju u brojnim interakcijama prilikom
vezanja na B-tubulin (7).

Kombiniranjem elektronske kristalografije i karte elektronske gustoce dobiven je prikaz na
kojem se jasno uoCava mjesto vezanja paklitaksela na B-tubulin, pri ¢emu paklitaksel zauzima
tzv. konformaciju slova ,,T* koja se joS naziva i leptir konformacija (slika 18). Vezanje
paklitaksela na B-tubulin ima za posljedicu promjenu hidrofobnih svojstava veznog mjesta (slika
19). Promjena boje do koje dolazi nakon vezanja paklitaksela i nastajanja kompleksa paklitaksel-
tubulin jasno ilustrira da vezanjem paklitaksela dolazi do konverzije hidrofobne pukotine u

hidrofilnu povrSinu (22).
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" o-tubulin

Slika 17. Prikaz sli¢nosti izmedu veznog mjesta paklitaksela na B-tubulinu (a) i aB9-B10
petlje na a-tubulinu (b). a i B podjedinice imaju vrlo slicnu sekvencijsku homologiju kao i
trodimenzionalni razmjesStaj (7)

a) Prikaz vezanja paklitaksela na B-tubulin uz nastajanje kompleksa paklitaksel-p-tubulin

b) B9-B10 petlja na a-tubulinu
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Slika 18. T-konformacija paklitaksela (7)

BHis-229 proteina je smjeSten izmedu C-3’ benzamido i C-2 benzoilfenilnih prstenova
molekule paklitaksela

Slika 19. Prikaz povrSine vezne pukotine za paklitaksel na -tubulinu, obojane ovisno o stupnju
hidrofobnosti (najhidrofobnije - crveno, najmanje hidrofobno - tamnoplavo) (7)

a) prazno vezno mjesto za paklitaksel (narancasto)

b) vezno mjesto zauzeto paklitakselom, uoCava se dobra komplementarnost oblika molekule
paklitaksela i veznog mjesta

¢) promjena boje do koje dolazi nakon vezanja paklitaksela ukazuje na konverziju hidrofobne
pukotine u hidrofilnu povrsinu
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Kalcij se smatra vrlo vaznim regulatorom stani¢nih funkcija. Normalna homeostaza kalcija
nuzna je za preZivljavanje stanice, te ukoliko je ona poremecena imat ¢e toksi¢ni u€inak na
stanicu, a moZe izazvati i stanicnu smrt. Medu razli¢itim vrstama stani¢ne smrti, apoptoza je
glavni mehanizam kojim kemoterapeutici ubijaju stanice karcinoma. Stoga je veza izmedu kalcija
i apoptoze vazna meta lijekova za lijeCenje karcinoma i optimiziranje terapije. Studije su
pokazale da paklitaksel poti¢e oslobadanje apoptogenih c¢imbenika kao S$to je otpusStanje
citokroma C u citosol, bilo na nacin da povecava propusnost mitohondrijske membrane ili putem
mitohondrijskih tranzicijskih pora. No, jo$ nije poznato na koji nain paklitaksel aktivira te
mehanizme, pa bi istraZivanje kalcija u ulozi okidaca moglo dovesti do novih spoznaja. Tako su
eksperimenti na izoliranim mitohondrijima pokazali da iznimno visoke doze paklitaksela (2x10
M) izravno oSteCuju unutarnju i vanjsku mitohondrijsku membranu, §to dovodi do oslobadanja
proapoptoti¢kih ¢imbenika iz mitohondrija. Posljedi¢no, iz matriksa mitohondrija u citosol se
oslobada kalcij koji povoljno utjeCe na apoptozu. Oslobadanje kalcija iz mitohondrija
najvjerojatnije je potaknuto stabilizacijom paklitaksela za mikrotubule povezane s vanjskom
mitohondrijskom membranom (23).

Smatra se da endoplazmatski retikulum ima jo§ vazniju ulogu u djelovanju kalcija na
apoptozu. No, niti taj mehanizam jo$ nije u potpunosti razjasnjen. Studija Pana i Gollahona (24)
pokazala je izravnu vezu izmedu apoptoze inducirane paklitakselom, endoplazmatskog
retikuluma i kalcija, u ovisnosti o dozi i vremenu izlaganja. Ista skupina znanstvenika proucavala
je djelovanje paklitaksela na unos kalcija u stanicu iz izvanstani¢nog medija te utjecaj istog na
stani¢nu apoptozu kod stanica karcinoma dojke (25). Ustanovljeno je da paklitaksel potice brzo
otpustanje kalcija iz endoplazmatskog retikuluma u citosol uzrokujuéi time smanjenje zaliha
kalcija u endoplazmatskom retikulumu, $to moze biti okida¢ za povecani unos kalcija putem

kanala i/ili nosaca na plazmatskoj membrani. Ovaj unos kalcija u stanicu iz vanjskog medija,
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udruZen s oslobadanjem kalcija iz endoplazmatskog retikuluma (kapacitativni unos kalcija) ima
za cilj osigurati kontinuirano povecanje razine kalcija u citosolu i napuniti ispraznjene zalihe
kalcija u endoplazmatskom retikulumu. Otvara se, nadalje, pitanje o povezanosti unosa kalcija iz
izvanstani¢ne tekucine i paklitakselom inducirane apoptoze te koliko je izvanstanicni kalcij
neophodan za induciranje apoptoze.

Promatranjem utjecaja doze paklitaksela na unos ekstracelularnog kalcija utvrdeno je da
visoka doza paklitaksela (10°® M) znacajnije poti¢e kapacitativni unos kalcija tek nakon 12 sati
izlaganja. Pritom najprije dolazi do pojacanog otpustanja kalcija iz endoplazmatskog retikuluma,
Sto onda potice unos kalcija u stanicu. Za razliku od ucinka visoke doze, niza doza paklitaksela
(1077 M) ve¢ nakon 6 sati izlaganja izaziva povecani unos izvanstani¢nog kalcija koji se dodatno
povecava duzim vremenom izlaganja, medutim, niZza doza paklitaksela tijekom 12 sati ne
uzrokuje smanjenje zaliha kalcija u endoplazmatskom retikulumu.

Za odrzavanje stanica karcinoma na Zivotu nuZna je normalna vanjska koncentracija kalcija,
a dugotrajni manjak izvanstani¢nog kalcija moZe dovesti do apoptoze. Pritom je uoceno da
paklitaksel 1 manjak vanjskog kalcija, kao dva pokretata apoptoze, mogu zasebno inducirati
apoptozu. No, istodobnom primjenom nije ustanovljen aditivni niti sinergisticki ucinak, ve¢ se
pokazalo da djeluju antagonisti¢ki. U mediju s normalnim vanjskim sadrZajem kalcija paklitaksel
dovodi do povecanog unosa kalcija u citosol koji dalje potice apoptozu, dok u sluc¢aju nedostatka
izvanstani¢nog kalcija paklitaksel ne mozZe mobilizirati vanjski izvor kalcija, Sto posljedi¢no
dovodi do inhibicije o kalciju ovisne apoptoze. Na slici 20 prikazani su glavni ucinci na stanicu
ovisno o izvanstani¢noj razini kalcija i dozi paklitaksela. Tako se rezultati ne mogu izravno
projicirati na klini¢ku sliku, izvanstani¢na razina kalcija u mediju dobar je pokazatelj razine
kalcija u plazmi. Stoga bi prilikom procjene ucinkovitosti kemoterapije trebalo uzeti u obzir

plazmatsku razinu kalcija u bolesnika, osobito u slu¢ajevima hipokalcijemije (25).
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Slika 20. Glavni u€inci na stanicu karcinoma dojke ovisno o izvanstani¢noj razini kalcija i dozi

paklitaksela (25)
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4.9. Mehanizmi rezistencije na paklitaksel

Kao 1 kod mnogih drugih lijekova za lijeCenje malignih bolesti, rezistencija na paklitaksel
predstavlja ozbiljan problem pri lijeCenju. Neucinkovitost kemoterapije moze biti povezana s
vrstom tumora koja je sama po sebi otporna na lijek i/ili stjecanjem rezistencije tijekom lijecenja.
Iako je lijecenje paklitakselom dovelo do poboljSanja u produljenju i kvaliteti Zivota bolesnika, u
velikom broju slu€ajeva bolest ipak s viemenom uznapreduje unato¢ pocetnom dobrom odgovoru
na lijek. Rezistencija je obicno proces koji ukljucuje viSe ¢imbenika, a u slucaju paklitaksela
moguc¢i su razli¢iti mehanizmi kojima bi se mogla objasniti rezistencija. Oni ukljucuju
prenaglaSenu ekspresiju transportera P-glikoproteina, promijenjen metabolizam lijeka, smanjenu
osjetljivost na induktore apoptoze, promjene u dinamici mikrotubula te promijenjeno vezanje

paklitaksela na stani¢nu metu tj. mikrotubul (22, 26).

Promjene u dinamici mikrotubula

Vezno mjesto za paklitaksel nalazi se samo na polimeriziranom tubulinu, ali ne i na
dimerima. Stanicne linije rezistentne na paklitaksel sadrze tzv. niskostabilne mikrotubule kod
kojih je ravnoteza izmedu dimera i polimera pomaknuta na stranu dimera. Stoga takve stanice
pokazuju povecanu rezistenciju na lijekove koji se veZu na polimere te istovremeno povecanu
osjetljivost na lijekove koji djeluju na dimere tubulina, poput vinblastina. Ovim bi se modelom
mogao ujedno objasniti i fenomen da prezivljavanje 1 normalan rast nekih stani¢nih linija
rezistentnih na paklitaksel ovisi o prisutnosti niskih koncentracija paklitaksela. U tim je stani¢nim
linijjama stabilnost polimera toliko kompromitirana da je naruSena normalna funkcija stanica te su
za prezivljavanje neophodne niske koncentracije paklitaksela. Budu¢i da niske koncentracije
lijekova koji stabiliziraju odnosno destabiliziraju mikrotubule inhibiraju dinamiku mikrotubula

bez utjecaja na masu polimera, zakljucuje se da je u rezistentnim stani¢nim linijjama ravnoteza
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izmedu mikrotubula niske i visoke dinamike pomaknuta na stranu onih visoke dinamike.
Dinamika individualnih mikrotubula ozna¢enih rodaminom u osjetljivim i rezistentnim stani¢nim
linjjama A549 dobivenim iz ljudskog karcinoma plu¢a kvantificirana je pomocu digitalne
videomikroskopije. Stani¢ne linije A549-T12 i A549-T24 koje pokazuju 9 odnosno 17 puta vec¢u
rezistenciju na paklitaksel, dobivene su na nacin da je roditeljska osjetljiva stani¢na linija
kontinuirano izlagana sve ve¢im koncentracijama paklitaksela. Pokazalo se da su tako nastale
stani¢ne linije ovisne o niskim koncentracijama paklitaksela (2-12 nM) koje su im nuZne za
normalan rast, te u slucaju nedostupnosti lijeka ostaju blokirane na prijelazu iz metafaze u
anafazu stani¢nog ciklusa. Rezistentne stani¢ne linije pokazuju povecanu dinamicku nestabilnost
u usporedbi s roditeljskom osjetljivom stanicnom linijom. Promjene dinamike mikrotubula u
rezistentnim stanicnim linijama mogu biti uzrokovane razli¢itim mehanizmima koji ukljucuju
promijenjenu ekpresiju izotipova tubulina, mutacije tubulina koje utjeCu na longitudinalne
odnosno lateralne interakcije ili vezanje regulacijskih proteina, promjene na tubulinu zbog
posttranslacijskih modifikacija koje uzrokuju promjene u vezivanju regulacijskih proteina, te
promijenjenu ekspresiju ili posttranslacijske modifikacije regulacijskih proteina tubulina odnosno

mikrotubula (27).

Promijenjena ekpresija izotipova f-tubulina

Izmedu pojedinih izotipova B-tubulina otkrivene su prirodene razlike u nacinu sklapanja,
dinamici mikrotubula i interakciji s lijekovima. Do danas je otkriveno Sest izotipova B-tubulina u
ljudi, koji se ovisno o svojoj COOH-terminalnoj promjenjivoj regiji klasificiraju u Sest klasa: I,
II, III, IVa, IVb i VI. In vitro analizom utvrdeno je da mikrotubuli sastavljeni od BIII-tubulina
imaju razli¢it nac¢in sklapanja od BII-, BIV- ili nefrakcioniranog tubulina. BIII-tubulin zahtijeva

najvisu kriti¢nu koncentraciju tubulina za sklapanje, pokazuje zna€ajno odgodenu nukleaciju te
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manju brzinu sklapanja od ostalih izotipova. Budu¢i da su razlike u sklapanju uocene u odsutnosti
proteina vezanih uz mikrotubule tj. MAP-a, zakljuCuje se da razliCiti izotipovi tubulina mogu
samostalno mijenjati dinamiku mikrotubula. Tako primjerice mikrotubuli koji sadrze samo BIII-
tubulin pokazuju viSe nego dvostruko vec¢u dinamiku od mikrotubula sastavljenih od BII- i BIV-
tubulina, te su stoga manje stabilni. IstraZivanja su pokazala da su mikrotubuli sastavljeni od
samo PBIII- ili BIV-tubulina znacajno manje osjetljivi na supresivno djelovanje paklitaksela nego
mikrotubuli sastavljeni od BII-tubulina ili nefrakcioniranog tubulina. Na temelju ovih in vitro
podataka moZe se zakljuciti da se dinamika mikrotubula, a samim time i u¢inak paklitaksela na
nju, moze mijenjati ovisno o sadrzaju pojedinih izotipova B-tubulina. Upravo se promijenjena
stani¢na ekspresija izotipova P-tubulina, posebice BIII i BIV, smatra vaznom odrednicom u
stani¢noj rezistenciji na paklitaksel.

Analiza izotipova B-tubulina u stani¢nim linijama rezistentnim na paklitaksel provedena je
koriStenjem primera specifi¢nih za odredeni izotip za RT-PCR analizu, izotop-specifi¢nih
antitijela za Western blot analizu i/ili imunofluorescenciju. U ranije spomenutim rezistentnim
stani¢nim linijama karcinoma ne-malih stanica pluc¢a, A549-T12 1 A549-T24, RT-PCR analiza je
pokazala da klase III i IVa B-tubulina, koja su jedva primije¢ene u roditeljskoj stani¢noj liniji,
rastu 2-3 puta u stani¢noj liniji A549-T12, te Cetverostruko u liniji A549-T24. Analogno, u
stanicnoj liniji humanog karcinoma prostate, DU-145, koja je peterostruko rezistentna na
paklitaksel, u prisustvu paklitaksela doslo je do promjena u razinama ekspresije i klase I1I i klase
IVa B-tubulina, uz Cetverostruko povecanje klase III.

Opsezno istraZzivanje na 17 stani¢nih linija karcinoma pokazalo je da je glavni izotip
tubulina BI, na koji otpada 85-99% ukupnog B-tubulina. Kada se apsolutne vrijednosti ekspresije
razliitih izotipova B-tubulina usporede s osjetljivos¢u prema lijekovima koji djeluju na

mikrotubule (paklitaksel, vinkristin, vinblastin i rizoksin) uo€ava se da osjetljivost na paklitaksel,
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no ne i na ostala tri lijeka, korelira s razinama PBIII-tubulina. Povecana ekspresija BIII-tubulina
povezana je s rezistencijom na paklitaksel u 17 ispitivanih stani¢nih linija. Korelacija izmedu

ostalih izotipova B-tubulina i spomenutih lijekova nije uocena (28).

Tockaste mutacije kao uzrok promjena u dinamici mikrotubula

Analizom mutacija na B-tubulinu klase I u stani¢nim linijjama jajnika kineskog hrcka
rezistentnima na paklitaksel, uoc¢ena je skupina mutacija na leucinu 215, 217 i 228. Rezistencija u
tim stanicama posljedica je mutacija koje mijenjaju dinamiku mikrotubula na nac¢in da utjecu na
lateralne odnosno longitudinalne interakcije vazne za sklapanje mikrotubula. Destabilizacijom
mikrotubula ove se mutacije suprotstavljaju stabilizacijskom djelovanju paklitaksela (29). Drugo
istrazivanje provedeno je na stani¢nim linijama rezistentnima na epotilon (mitoti¢ki inhibitor
slicnog djelovanja kao paklitaksel, izoliran iz miksobakterije Sorangium cellulosum) u A549 1
HeLa stanicama. Te su stani¢ne linije pokazale unakrsnu rezistenciju na taksane i ne pokazuju
ekspresiju MDR1 gena. Sekvencijskom analizom klase I B-tubulina iz ovih stani¢nih linija
otkrivene su toCkaste mutacije na 292 (Gln u Glu), B173 (Pro u Ala) i 422 (Tyr u Tyr/Cys).
Mutacije se nalaze blizu tzv. M-petlje, veznog mjesta za nukleotide i C-terminalnog dijela, regija
koje su ukljuene u stabilizaciju lateralnih veza izmedu susjednih protofilamenata, hidrolizu
GTP-a te vezanje MAP-ova. Smatra se da ove mutacije smanjuju endogenu stabilnost
mikrotubula da bi se kompenziralo djelovanje lijekova koji izazivaju stabilizaciju mikrotubula. U
skladu s tim je 1 Cinjenica o istovremenom povecanju osjetljivosti ovih rezistentnih linija na

spojeve koji izazivaju destabilizaciju mikrotubula, poput vinblastina i kolhicina (22).
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Posttranslacijske promjene regulatornih proteina tubulina i mikrotubula

Proteini koji reguliraju dinamiku mikrotubula stupaju¢i u interakcije s dimerima ili
polimeriziranim tubulinom imaju sposobnost promijeniti osjetljivost stanice na paklitaksel. Neki
od tih proteina su statmin koji djeluje kao destabilizator mikrotubula te MAP4 koji, suprotno
tome, djeluje kao stabilizator mikrotubula. Statmin je topljivi citoplazmatski protein koji se veze
na dimere tubulina i stimulira tzv. katastrofe mikrotubula (prijelaz iz faze rasta u fazu saZimanja).
Destabilizacijska aktivnost statmina je regulirana fosforilacijom te se gubi kada je statmin u
potpunosti fosforiliran. MAP4 je glavni ne-neuronski MAP u ¢ovjeka, a njegova je stabilizacijska
aktivnost takoder regulirana fosforilacijom. MAP4 mijenja dinamiku mikrotubula povecavajuci
ucestalost tzv. spaSavanja (postupak suprotan katastrofi). Jednako kao kod statmina, MAP4
fosforilacijom gubi stabiliziraju¢e djelovanje na mikrotubule. Pojaana ekspresija/aktivacija
statmina, odnosno sniZena regulacija/inaktivacija MAP4 proteina povecat ¢e dinamiku 1 smanjiti
stabilnost mikrotubula. Takve promjene u stanicama karcinoma mogu dovesti do smanjenja
stabilizacijskog potencijala paklitaksela te predstavljati mehanizam rezistencije na taj lijek.
Suprotno tome, djelovanje vinka alkaloida s depolimeriziraju¢im djelovanjem bilo bi pojacano.

Provedena je kvantifikacija razine proteina statmina i MAP4 u rezistentnim 1 osjetljivim
A549 staniCnim linijama. Razine statmina u AS549-T12 1 A549-T24 rezistentnim linijama
dvostruko su povecane u odnosu na roditeljsku stani¢nu liniju. Takoder, u roditeljskim A549
stanicama izlaganje poviSenim koncentracijama paklitaksela uzrokovalo je pomak iz
nefosforiliranog aktivnog oblika statmina u potpuno fosforilirani inaktivni oblik. Znakovito je da
u rezistentnim linijama navedeni pomak nije uocen. Sto se tice MAP4, roditeljska stani¢na linija
sadrzava isklju¢ivo nefosforilirani aktivni oblik proteina, u A549-T24 liniji je pretezno

fosforilirani inaktivni oblik, a nesto manje rezistentna A549-T12 linija ima oba oblika proteina.
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Regulacija dinamike mikrotubula djelovanjem proteina vrlo je kompleksna, pa uz spomenute

proteine, statmin i MAP4, ukljuuje i niz drugih (22).

Promjene u vezanju paklitaksela na mikrotubule

Promatrane su dvije nezavisne stani¢ne linije humanog karcinoma jajnika, 1A9PTXI10 i
1A9PTX22, kod kojih je 24 puta povecana rezistencija na paklitaksel. Ukupni sadrZaj tubulina u
rezistentnim i roditeljskim stani¢nim linijama je sli¢an i sve stanice imaju istu frakciju tubulina u
polimeriziranom stanju, §to ukazuje na to da dinamika mikrotubula u rezistentnim linijama nije
promijenjena. No, tubulin izoliran iz rezistentnih stanica slabo se polimerizira u prisutnosti
paklitaksela, sugeriraju¢i tako da nastale mutacije onemogucavaju vezanje paklitaksela.
Istovremeno, te su linije i dalje osjetljive na epotilon B i 2-m-azido-benzoil-paklitaksel koji su
znacajno snazniji stabilizatori tubulina od paklitaksela. Sekvencijskom analizom BI, glavnog
izotipa PB-tubulina u tim stanicama, otkrivena je supstitucija Phezzo-u-valin u 1A9PTX10
stanicama, te supstitucija Alaszes-u-treonin u 1A9PTX?22 stanicama. Phez7o je blizak regiji tubulina
koja je vaZzna za stvaranje veze s prstenastom taksanskom strukturom paklitaksela. Stoga je
moguce da upravo zamjena fenilnog prstena na toj poziciji manje glomaznim postrani¢nim

lancem valina onemogucuje vezanje paklitaksela na mutirani tubulin (22).

Promjene u signalnim putovima

Kljuéni proteini koji posreduju u razliitim signalnim putovima cesto su smjeSteni na
mikrotubulima. Stoga lijekovi koji djeluju na mikrotubule, poput paklitaksela, mogu mijenjati te
putove. Jedan dobro opisani primjer takvog signalnog puta koji stupa u interakciju s
mikrotubulima je izvanstani¢na signalom regulirana kinaza (ERK1 i ERK2) koja ¢ini dio obitelji
mitogenom-aktiviranih proteinskih kinaza (MAPK). Dokazana je aktivacija ERK signalne

kaskade kao odgovor na poremecaj mikrotubula. Nadalje, studije su pokazale da stupanj
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aktivacije ovog signalnog puta odreduje hoce li interakcija izmedu paklitaksela i inhibicije MEK-
a (enzim u MAP kaskadi) imati aditivni/sinergisticki ili antagonisticki ucinak. Mehanizam
pojacanog citotoksi¢nog ucinka paklitaksela u prisutnosti MEK inhibitora moZze biti povezan sa
suzbijanjem funkcije signala prezivljavanja ERK/MEK puta te s pojaCanom polimerizacijom

mikrotubula, budu¢i da aktivacija MAPK inhibira stabilizaciju mikrotubula (22).

Rezistencija u uvjetima in vivo

Budu¢i da paklitaksel kao antitubulinski lijek iskazuje svoje djelovanje preko vezanja na
protein P-tubulin, genetske promjene koje uzrokuju promjene na proteinu utjecat ¢e na
osjetljivost prema lijeku. Ispitivanja na stani¢nim linijjama pokazala su da takve mutacije na [-
tubulinu postoje 1 mogu prouzrociti rezistenciju prema razliitim lijekovima koji se veZu na
tubulin. No, jo$ nisu sa sigurno$¢u potvrdene mutacije na klasi I B-tubulinskog gena na klinickim
uzorcima. Tihe mutacije, polimorfizmi ili promjene baza izvan kodnih regija ne mijenjaju protein
te stoga nije vjerojatno da takve promjene imaju vaznu ulogu u rezistenciji. IstraZivanja su
pokazala da su polimorfizmi na B-tubulinskom genu rijetki te da i oni koji nastaju unutar kodne
regije ne mijenjaju kodiranu aminokiselinu. Kako su stanice karcinoma genetski nestabilne,
pretpostavilo se da bi somatske mutacije mogle imati utjecaj na rezistenciju, ali u vecini
istrazivanja provedenih na klinickim uzorcima zakljueno je da somatske mutacije na [-
tubulinskom genu ili nisu prisutne ili su toliko rijetke da nemaju vaznu ulogu u rezistenciji na
lijek. Provedene studije ne iskljucuju nastanak mutacija na tumoru tijekom lije¢enja, medutim, u
istrazivanju u kojem je koriStena metoda analize PCR-SSCP (polimorfizam konformacije
jednostruke vrpce) za usporedbu eksona 4 klase I B-tubulinskog gena u 29 pacijentica oboljelih
od karcinoma jajnika prije i nakon terapije paklitakselom, nije pronadena niti jedna mutacija.

Takav rezultat ide u prilog tezi da mutacije ipak nemaju zna¢ajan utjecaj na ucinak lijeka. Mali
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broj pravih somatskih mutacija na B-tubulinu pronadenih na klinickim uzorcima ukazuje na to da
postoje drugi vazniji ¢imbenici koji utjeCu na rezistenciju, poput iznoSenja lijeka iz stanice ili
detoksifikacija ili promjene u razinama ekspresije razli¢itih izotipova f-tubulina.

Kod mnogih vrsta karcinoma paklitaksel pokazuje dobar ucinak, medutim, neki pokazuju
rezistenciju na lijek, primjerice gastrointestinalni tumori. Smatra se da snazno djelovanje P-
glikoproteina u gastrointestinalnom sustavu posreduje u rezistenciji. U prilog tome ide Cinjenica
da pacijenti s uznapredovalim kolorektalnim karcinomom pokazuju klini¢ki odgovor na epotilon
B, koji nije supstrat za P-glikoprotein (22, 30).

Unato¢ brojnim istrazivanjima, kako u in vitro tako i u in vivo uvjetima, jo§ nisu sa
sigurnos¢u otkriveni uzroci rezistencije na paklitaksel. Buduce studije svakako ¢e biti usmjerene
na rasvjetljavanje tog problema kako bi se otkrile nove stani¢ne mete te razvile nove poboljSane

formulacije paklitaksela i njegovih analoga.

38



4.10. Terapijske indikacije paklitaksela

Paklitaksel je indiciran u lijeCenju razliCitih vrsta karcinoma, bilo u pocetnom ili

uznapredovalom stadiju. Odobrene terapijske indikacije obuhvacaju karcinom dojke, jajnika,

pluca te Kaposijev sarkom (KS) povezan s AIDS-om (31).

Karcinom jajnika:

U prvoj liniji kemoterapije karcinoma jajnika, paklitaksel je indiciran za lijeCenje
bolesnica s uznapredovalim karcinomom ili rezidualnom boleS¢u (> 1 cm) nakon
inicijalne laparotomije, u kombinaciji sa spojevima platine.

U drugoj liniji kemoterapije karcinoma jajnika, paklitaksel je indiciran za lijeCenje

metastatskog karcinoma nakon neuspjeha standardne terapije koja je sadrzavala platinu.

Karcinom dojke:

U adjuvantnoj terapiji, paklitaksel je indiciran za lijeCenje karcinoma dojke u bolesnica s
pozitivnim ¢vorovima, sekvencijski nakon lijeCenja antraciklinima i ciklofosfamidom
(AC). Adjuvantnu primjenu paklitaksela treba smatrati alternativom produljenoj AC
terapiji.

Prva linija lijecenja lokalno uznapredovalog ili metastatskog karcinoma dojke u
kombinaciji s antraciklinima kod bolesnika pogodnih za lijeCenje antraciklinima ili u
kombinaciji s trastuzumabom kod bolesnica s naglasenom ekspresijom HER2 receptora
(3+) koje nisu pogodne za lijeCenje antraciklinima.

Druga linija kemoterapije kao monoterapija u bolesnica s metastatskim karcinomom
dojke nakon neuspjeha standardnog lijeCenja antraciklinima ili u bolesnica koje nisu bile

kandidati za takvu terapiju.

Uznapredovali karcinom pluc¢a ne-malih stanica:

Paklitaksel je u kombinaciji s cisplatinom indiciran u lijjeenju bolesnika s karcinomom
plu¢a ne-malih stanica (NSCLC) koji nisu kandidati za potencijalno kurativni kirurSki

zahvat i/ili lijeCenje zraenjem.

Kaposijev sarkom vezan uz AIDS:

Paklitaksel je indiciran za lijeCenje bolesnika s uznapredovalim Kaposijevim sarkomom
vezanim uz AIDS (KS) nakon neuspjelog prethodnog lijecenja liposomalnim

antraciklinima (indikaciju podupire ograni¢en broj podataka).
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4.11. Farmakokineticki profil paklitaksela

FarmakokinetiCki profil paklitaksela obiljezava veliki volumenom distribucije, brz ulazak u
vecinu tkiva, dugo poluvrijeme eliminacije 1 znaCajan metabolizam u jetri. Najvazniji
farmakokineticki parametri prikazani su u tablici 2. Unato¢ opseZnom vezanju na proteine
plazme, paklitaksel se brzo uklanja iz plazme. Volumen distribucije je velik, vrlo vjerojatno
zahvaljujuéi svojstvu vezanja za tubulin. Jetreni oksidativni metabolizam putem citokroma
P-450, bilijarna ekskrecija, eliminacija putem fecesa i vezanje na tkiva zasluzni su za vecinu
sistemskog klirensa, dok je bubreZni klirens prakticki beznacajan. VaZnost jetrenog metabolizma
te bilijarne ekskrecije u raspodjeli paklitaksela moglo bi upucivati na to da je u bolesnika s
oStecenom funkcijom jetre potrebno prilagoditi dozu, medutim, jo§ uvijek nema dostupnih
relevantnih podataka na temelju kojih bi se preporucila promjena doziranja u bolesnika s blago
do umjereno oStecenom funkcijom jetre. Postoji preporuka da bolesnike s teSkim oSte¢enjem jetre
ne bi trebalo lijeciti paklitakselom. S druge strane, zbog niskog udjela izlu¢ivanja paklitaksela
putem bubrega smatra se da prilagodba doze u pacijenata s teSkim oSteCenjem bubrega nije

potrebna (32).

40



Tablica 2. SaZzetak farmakokineti¢kih svojstava paklitaksela (32)

Karakteristika
Farmakokineticki profil nelinearni
Optimalni linearni model 2-3 odjeljka

Poluvrijeme eliminacije

2 odjeljka ~7h

3 odjeljka ~20h

Volumen distribucije u ravnoteZzi velik, ~ 182 L/ m?

Vr$ne koncentracije u plazmi ~5 uM (175 mg/m? kroz 3 sata)

~ 10 uM (250 mg/m? kroz 3 sata)
~ 0,5 uM (175 mg/m? kroz 24 sata)

Vezanje na proteine plazme > 95%

Distribucija u tkiva znatna, osim u CNS 1 testise

Sistemski klirens ~ 350 mL/min/m?

Renalni klirens manje znacajan, < 5-10%

Hepaticki klirens znacajan, 70-80% putem fecesa

Vrsta hepaticke razgradnje inaktivacija, hidroksilacija, citokrom P450,
primarno CYP3A

Interakcije s drugim lijekovima lijekovi koji aktiviraju i inhibiraju CYP450

Standardni put primjene paklitaksela je intravenski, a poznato je da intravenska primjena
lijeka moze imati povecani rizik od toksiCnog djelovanja. Ucinkovitost sistemske intravenske
primjene moZe takoder biti smanjena zbog krvno-pleuralne barijere. Stoga se istraZzuju pogodniji
putovi primjene kemoterapeutika. Karcinom pluca glavni je uzrok malignog pleuralnog izljeva. U
pacijenata s malignim pleuralnim izljevom obicno se u lijeCenju koristi intrapleuralna infuzija (tj.
infuzija u Supljinu plu¢ne maramice). Primjena lijekova u pleuralnu Supljinu smatra se sigurnom i
ucinkovitom, te je povezana s malim brojem nuspojava. Kako bi se utvrdile razlike izmedu dva

puta primjene provedena je usporedba farmakokineti¢kog profila paklitaksela nakon intravenskog
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1 intrapleuralnog puta primjene, u plazmi, plu¢ima i dijafragmi. U tu svrhu koriSten je model
Stakora. Eksperiment je proveden na Sprague-Dawley odraslim muskim Stakorima starosti 10-12
tjedana. Pokusne Zivotinje (n=120) su nasumic¢no podijeljene u dvije jednake skupine. Aplicirano
im je 3 mg/kg paklitaksela intravenski u repnu venu ili u pleuralnu Supljinu. Nakon intravenske
primjene, koncentracija paklitaksela u plazmi, plu¢ima i dijafragmi naglo se smanjivala.
Farmakokinetika ovako primijenjenog paklitaksela slijedi model s dva odjeljka. S druge strane,
nakon intrapleuralne injekcije, paklitaksel je dosegao vrSnu koncentraciju u plazmi, plu¢ima i
dijafragmi koja je postupno opadala. U ovom slucaju farmakokinetika je bolje odgovarala modelu
s tri odjeljka. U usporedbi s intravenskom primjenom, intrapleuralna injekcija paklitaksela
rezultirala je manjim klirensom i znacajno produljenim srednjim vremenom zadrZavanja.
Dodatno su ustanovljene niZze koncentracije paklitaksela u plazmi s ucinkom produljenog
oslobadanja. VrS$na koncentracija u plazmi iznosila je samo 3,5% odgovarajuc¢e koncentracije
intravenski primijenjenog paklitaksela.

Sistemska izloZenost paklitakselu tijekom 24 sata nakon intrapleuralne primjene, iznosila je
41,1% plazmatske koncentracije zabiljeZene u Stakora koji su primali paklitaksel intravenski. Ovi
podaci pokazuju da intrapleuralna primjena, u usporedbi s intravenskom primjenom, smanjuje
sistemsku izloZenost paklitakselu te plazmatsku koncentraciju. Rezultati upucuju takoder na

¢injenicu da se intrapleuralnom primjenom moze smanjiti sistemska toksi¢nost paklitaksela (33).
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4.12. Toksic¢ni udinci paklitaksela

Reakcije preosjetljivosti

U prvim klinickim ispitivanjima provedenima s paklitakselom ve¢ su u ranoj fazi I uocene
posljedice toksi¢nog djelovanja lijeka. Veliki problem bile su ozbiljne reakcije preosjetljivosti
koje su se javljale s visokom incidencijom koja je u pojedinim studijama iznosila i 25-30%. U
vecine bolesnika pojavile su se reakcije preosjetljivosti tipa I, poput dispneje, bronhospazma,
urtikarije i hipotenzije. Reakcije su se uglavnom javljale unutar 10 minuta od primjene lijeka.
Nakon prekida terapije paklitakselom, vec¢ina bolesnika se potpuno oporavila. Primijeceni su
takoder crvenilo i osip manjeg intenziteta, s ucestaloS¢u do 40%. Reakcije preosjetljivosti
povezuju se s pomoc¢nom tvari makrogolglicerolricinoleatom tj. polioksietiliranim ricinusovim
uljem koje se jo§ se naziva Cremophor EL, a ima ulogu nosaca u formulaciji lijeka.
Makrogolglicerolricinoleat poti¢e oslobadanje histamina koji djeluje kao posrednik u reakcijama
preosjetljivosti. I drugi lijekovi koji u svojoj formulaciji sadrze Cremophor EL povezuju se sa
slicnim reakcijama. Kako bi se sprijeCile teSke reakcije preosjetljivosti, prije primjene
paklitaksela svi bolesnici moraju primiti premedikaciju koja se sastoji od kortikosteroida,
antagonista histaminskih H1 receptora (antihistaminika) i antagonista histaminskih H2 receptora

(31, 32).

HematoloSka toksicnost

Glavni toksicni u¢inak paklitaksela je neutropenija koja nastupa obi¢no 8 do 10 dana nakon
terapije, a pacijent se oporavi u razdoblju od 15 do 21 dan. Neutropenija nije kumulativna, $to
ukazuje na to da je oStecenje nezrelih hematopoetskih stanica reverzibilno. Pri dozama od 200 mg
do 250 mg paklitaksela po m? primijenjenog kroz 24 sata, neutropenija je obi¢no teSka ¢ak i u

pacijenata koji prethodno nisu primali mijelosupresivnu terapiju, uz vrijednosti neutrofila ispod
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500 po mm?. Stoga se u klini¢kim ispitivanjima pri tim dozama ispitanicima daje faktor
stimulacije kolonije granulocita (G-CSF). Supresija koStane srzi (prvenstveno neutropenija) oblik
je toksic¢nosti koji ograniava dozu. Tijekom lijecenja paklitakselom potrebno je ucestalo pratiti
krvnu sliku. Paklitaksel se ne smije ponovno primijeniti dok se broj neutrofila ne vrati na razinu >
1,5 10°/L (> 1 x 10°/L za bolesnike sa KS), a broj trombocita bude > 100 x 10%/L (> 75 x 10°/L za
bolesnike s KS). U klinickom ispitivanju Kaposijeva sarkoma vecina bolesnika primala je faktor
stimulacije granulocitnih kolonija. Kriticnim farmakoloSkim pokazateljem teZine neutropenije
smatra se duljina vremena u kojem je koncentracija lijeka u plazmi viSa od bioloski aktivne
koncentracije, ¢ime je dan odgovor na pitanje zaSto je neutropenija teZza kod duljih infuzija.
PoviSena temperatura i infektivna stanja relativno se rijetko pojavljuju. Uoceno je takoder da sam

paklitaksel rijetko izaziva teSku trombocitopeniju i anemiju (31, 32).

Neurotoksicnost

Ziv&ane stanice ovise o transportu i §irenju signala na putu izmedu tijela stanice i aksona. Da
bi se ti procesi mogli odvijati nuzna je normalna funkcija mikrotubula. Vezanje paklitaksela na -
tubulinsku podjedinicu mikrotubula dovodi do pretjerane stabilizacije mikrotubula i poremecaja u
njihovoj funkciji. Posljedi¢no, dolazi do promjena u strukturi i funkciji neurona, §to se klinicki
manifestira kao neuropatija. Stupanj oSte¢enja neurona ovisi o vrsti lijeka, kumulativnoj dozi te
trajanju terapije. Paklitaksel izaziva perifernu neuropatiju koju karakteriziraju senzorni simptomi
poput utrnulosti i parestezije u tzv. distribuciji ,.8arapa i rukavica“. Cesto postoji simetri¢an
gubitak osjeta u najudaljenijim predjelima koji se prenose putem velikih (propriocepcija,
vibracija) ili malih vlakana (temperatura, ubod igle). Simptomi se mogu javiti ve¢ nakon 24 do 72
sata nakon primjene viSih doza (>250 mg/m?), no najées¢e se javljaju tek nakon vise ciklusa

standardnih doza (135 do 250 mg/m?). Teska se neurotoksi¢nost rijetko uocava kod standardnih
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doza, Cak i u pacijenata koji su ranije primali druge neurotoksi¢ne lijekove poput cisplatina. No
ipak, neuropatija ima limitiraju¢i utjecaj na dozu lijeka, bolna je i Cesto ireverzibilna. MoZze
nastati takoder motorna i autonomna disfunkcija, posebice pri primjeni visokih doza te u
bolesnika koji u svojoj anamnezi ve¢ imaju neuropatiju uzrokovanu dijabetesom ili
alkoholizmom. Nadalje, moguce su smetnje ocnog Zivca i/ili poremecaji vida (scintilirajuci
skotom), uglavnom u bolesnika koji uzimaju ve¢e doze od preporuc¢enih. Prolazna mijalgija ¢esta
je pri dozama iznad 170 mg/m?, a obi¢no se javlja 2 do 5 dana nakon primjene lijeka. Miopatija
je uogena nakon primjene visokih doza paklitaksela (250 mg/m?) u kombinaciji s cisplatinom.

(31, 34).

Kardiotoksicnost

U klinickim ispitivanjima uoceni su poremecaji sréanog ritma. NajceS¢e se javlja
bradikardija, no zbog nje nije potrebno prekinuti terapiju paklitakselom. Kardioloski simptomi su
uoceni u ispitivanjima u kojima se provodilo kontinuirano kardioloSko pracenje. U pravilu su
asimptomatski i reverzibilni. Pretpostavlja se da bradiaritmije uzrokuje paklitaksel, budu¢i da i
drugi srodni taksani utje€u na provodenje srcanih impulsa, a slicni poremecaji uoceni su u ljudi i
Zivotinja nakon gutanja listova i plodova tise. Tijekom primjene paklitaksela, primije¢ene su
takoder hipotenzija i hipertenzija koje su obi¢no asimptomatske i uglavnom ne zahtijevaju
lijeenje. Kod svih bolesnika preporuca se ucestalo pracenje vitalnih znakova, narocito tijekom
prvog sata intravenske primjene paklitaksela. Ozbiljne kardiovaskularne nuspojave ceSce se
opazaju u bolesnika s karcinomom pluca ne-malih stanica nego u bolesnika s karcinomom dojke
ili jajnika. Pokazalo se da u kombinaciji s antraciklinima paklitaksel pojacava kongestivne
kardiomiopatije antraciklina. Stoga je kod kombiniranja ovih lijekova potrebno pomno pratiti

funkciju ventrikula tijekom lije¢enja (31, 35).
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Ostale vrste neZeljenih ucinaka

Mucnina, povracanje i proljev javljaju se vrlo Cesto. ViSe doze mogu izazvati mukozitis,
osobito u bolesnika s leukemijom koji su skloni oSteCenjima mukozne barijere. Paklitaksel
uzrokuje alopeciju, a kod kumulativne terapije i gubitak svih dlaka na tijelu. Na mjestu primjene

te duz vene moguce su upale, a Cesto se javlja edem, bol, eritem i induracija (31).
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4.13. Formulacije lijeka

Kao 1 kod mnogih drugih slabo topljivih lijekova, u formulaciji paklitaksela nalazi se
Cremophor EL koji ima ulogu nosaca. lako se u pocetku mislilo da je Cremophor EL (CrEL)
inertan, novije studije ukazuju da pokazuje razli¢ite bioloske ucinke, od kojih su neki od
klinickog znacaja. Primjena Cremophora EL povezuje se s teSkim anafilaktoidnim reakcijama
preosjetljivosti, hiperlipidemijom, poremecajima u profilu lipoproteina, agregacijom eritrocita te
perifernom neuropatijom. Farmakokinetika CrEL-a je neovisna o dozi, iako na klirens znac¢ajno
utjeCe trajanje infuzije. Taj je podatak vazan jer CrEL moZe utjecati na raspoloZivost lijeka
mijenjajuci koncentraciju nevezanog lijeka putem micelarne inkapsulacije. Dokazano je da CrEL,
kao sastavni dio formulacije lijeka, moZe mijenjati toksikoloSki profil protutumorskih lijekova
koji se primjenjuju konkomitantno, mehanizmima koji nisu vezani za kineticko medudjelovanje.

Paklitaksel je supstancija netopljiva u vodi (< 0,03%), slabo topljiva u oktanolu,
propilenglikolu i butanolu, topljiva u CrEL-u, etanolu, metanolu, kloroformu, acetonu 1 eteru, te
lako topljiva u dimetilacetamidu. U tijeku razvoja, formulacija koja sadrzi 50% CrEL i1 50%
bezvodnog etanola, u skladu s Farmakopejom SAD-a (USP), odabrana je za daljnji razvoj.
Formulacija paklitaksela koju je razvila kompanija Bristol-Myers Squibb sadrzi 30 mg
paklitaksela otopljenog u smjesi CrEL i bezvodnog etanola u omjeru 1:1 V/V.

Neionski surfaktant CrEL je bijela do gotovo bijela viskozna tekucina s molekulskom
masom od oko 3 kDa i specificnom tezinom 1,05-1,06 (25 °C). Dobiva se reakcijom ricinusova
ulja s etilenoksidom u molarnom omjeru 1:35. Ricinusovo ulje je bezbojno ili blijedoZzuto ulje
koje se dobiva iz sjemenki biljke Ricinus communis L. Iznimno je visoke viskoznosti, sastoji se
uglavnom od glicerida ricinolne, izoricinolne, stearatne i dihidroksistearatne kiseline. CrEL je
obi¢no promjenjivog sastava, a najzastupljeniji su oksietilirani trigliceridi ricinolne kiseline

(polioksietilirani glicerolni triricinoleat 35). CrEL (slika 21) se koristi kao nosac za solubilizaciju
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razli¢itih vrsta hidrofobnih lijekova, medu ostalima i paklitaksela. Koli¢ina tako primijenjenog
CrEL u prosjeku iznosi 5 mL, no paklitaksel je iznimka jer je primijenjena koli¢ina CrEL tijekom
jednog davanja znatno viSa, te iznosi otprilike 26 mL. Zbog toga je vazno razmotriti moguce

bioloske ucinke CrEL tijekom terapije paklitakselom.

CH?’O’(CH? 'CH? 'O) X 'CO’O‘(CH; ) 7'CH=CH'CH?’CHOH‘(CH2 )5 ‘(CH3 )

HC-0-(CH,-CH,-0)y -CO-0-(CH, ) ,-CH=CH-CH,-CHOH-(CH, ) s -CH,

CH?’O’(CH? 'CH) 'O)‘. 'CO'O‘(CH) )] 'CH=CH'CH2 'CHOH‘(CH_, )5 'CH 3

Slika 21. Cremophor EL (x +y + z ~ 35) (36)

NajznaCajniji neZeljeni ucinak paklitaksela formuliranog s CrEL su akutne reakcije
preosjetljivosti. Unato¢ primjeni premedikacije, manje reakcije preosjetljivosti (naleti vrucine,
osip) javljaju se u 41-44% bolesnika, a teze i potencijalno Zivotno ugroZavajuée u 1,5-3%
bolesnika. Studije pokazuju da aktivacija CrEL u ljudskom serumu ovisi o koncentraciji (uz
najnizu razinu CrEL potrebnu za aktivaciju reda veli¢ine 2 plL/mL) koja se u plazmi klinicki lako
postize nakon primjene standardnih doza paklitaksela. Poznat je takoder podatak da su
koncentracije CrEL niZe s produljenim trajanjem infuzije, Sto se ocituje u manjoj incidenciji
reakcija preosjetljivosti kod takvih rezima. Pored reakcija preosjetljivosti uoceni su i drugi
bioloski uc¢inci CrEL: promjene profila lipoproteina i hiperlipidemije, neurotoksi¢nost, obrat u
aktivnosti P-glikoproteina, in vitro citotoksi¢nost. CrEL mijenja gustocu lipoproteina visoke
gusto¢e (HDL) te mijenja gradijent iz HDL u lipoproteine niske gustoe (LDL). Visoke
koncentracije CrEL mogu uzrokovati hiperlipidemiju, uz moguce promjene oblika eritrocita i

leukocita (35).
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Aksonalna degeneracija i demijelinizacija se svrstavaju medu glavne nuspojave paklitaksela i
dovode do periferne neuropatije, a pripisuju se takoder Cremophoru EL. Plazmatske razine CrEL
koje se postizu nakon terapijskih doza paklitaksela i ciklosporina A (takoder u formulaciji sadrzi
CrEL) uzrokuju oticanje aksona, vezikularnu degeneraciju i demijelinizaciju dorzalnih
ganglijskih neurona u Stakora. U pokusnim Zivotinjama koje su dobivale [*H]-paklitaksel bez
CrEL u perifernom Ziv€anom sustavu nije pronaden paklitaksel, $to ukazuje da sam paklitaksel
nije odgovoran za neurotoksi¢ne pojave. Nakon primjene lijeka docetaksela, taksanskog
kemoterapeutika kemijski sli¢nog paklitakselu, ucestalost neuroloskih nuspojava bila je 10 puta
manja. Cinjenica da se u formulaciji docetaksela umjesto CrEL koristi Tween 80 ukazuje da je
CrEL odgovoran za neurotoksi¢ne pojave. Tu pretpostavku dodatno podupire Cinjenica da
intravenski primijenjen ciklosporin A uzrokuje neurotoksi¢nost u oko 25% pacijenata, dok je
nuspojava rijetka kod oralno primijenjenog lijeka. Naime, CrEL se zbog intestinalne razgradnje
ne apsorbira nakon oralne primjene. Neurotoksi¢na svojstva CrEL najvjerojatnije su potaknuta
ostatnim nezasi¢enim masnim kiselinama, uslijed nastanka produkata peroksidacije.

Ustanovljeno je da CrEL moZe u uvjetima in vitro modificirati aktivnost P-glikoproteina,
membranskog proteina koji sudjeluje u transportu brojnih lijekova. P-glikoprotein se nalazi u
poviSenim koncentracijama u tumorskim stanicama, uzrokujuci unakrsnu rezistenciju na lijekove.
Ta aktivnost CrEL nije potvrdena u uvjetima in vivo, vjerojatno zbog vrlo malog volumena
distribucije.

Citotoksi¢na svojstva CrEL najprije su uofena u stani¢nim linijama humanog karcinoma
dojke rezistentnima na doksorubicin, Sto je kasnije potvrdeno i na drugim vrstama karcinoma.
Mehanizam citotoksi¢nosti povezuje se s nastajanjem slobodnih radikala peroksidacijom
polinezasi¢enih masnih kiselina i/ili s izravnim uc¢inkom CrEL na stani¢nu membranu, ¢ime

dolazi do poremecaja protoka i propustanja kroz membranu (36).
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Klinicke studije farmakokinetike Cremophora EL nakon infuzije paklitaksela pokazuju o
dozi ovisno ponasanje. Nakon produljenja vremena infuzije s 1 na 3 i 24 sata klirens CrEL se
povecava sa 160 na 300 odnosno 400 mL/h/m? (slika 22). Na temelju toga zakljucuje se da CrEL
pokazuje linearnu farmakokinetiku ovisnu o dozi ali 1 ovisnu o reZimu primjene, koji moZe biti
povezan sa zasi¢enjem serumske metabolicke razgradnje posredovane esterazom. Ovisnost o
rezimu primjene dovodi do povecanja sistemske raspoloZivosti, te posljediéno povecanja
bioloSkih nuspojava skra¢ivanjem infuzije. Primjerice, ve¢i je rizik od alergijskih reakcija kod
I-satne infuzije paklitaksela naspram 3-satne odnosno 24-satne infuzije. Volumen distribucije
CrEL je iznimno nizak, Sto ukazuje na to da je njegova tkivna (i tumorska) raspoloZivost

beznacajna (36).

Klirens CrEL (L/h/m?)

Trajanje infuzije (h)

eloieeles

|
11,3 mL/m’ 14,6 mL/m’ 18,8 mL/m’

Slika 22. Ovisnost klirensa CrEL o reZimu primjene, prikazana kao funkcija trajanja infuzije u
pacijenata s karcinomom koji su lijeeni razli¢itim dozama paklitaksela: 135 mg/m? (CrEL:

11,3 mL/m?), 175 mg/m? (CrEL: 14,6 mL/m?) i 225 mg/m? (CrEL: 18,8 mL/m?) (36)
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Brojne studije su pokazale da CrEL mijenja farmakokinetiku lijekova, izmedu ostalog i
paklitaksela. Prva ispitivanja na miSevima pokazala su da se s poviSenjem doze smanjuje klirens
paklitaksela, te da je povrSina ispod krivulje koncentracija-vrijeme (AUC) veca kod lijeka koji u
formulaciji sadrzi CrEL, u odnosu na lijek koji je formuliran s Tween 80, sugeriraju¢i da je CrEL
odgovoran za nelinearnost distribucije. Unato¢ Cinjenici da se s CrEL-formulacijom postizu
znatno viSe koncentracije paklitaksela u plazmi, razine lijeka u tkivima bile su priblizno iste
neovisno o formulaciji. Najprije se smatralo da je nelinearna farmakokinetika paklitaksela
posljedica utjecaja CrEL na P-glikoproteinima posredovanu bilijarnu sekreciju, koji na taj nacin
smanjuje izluivanje paklitaksela. Novija istrazivanja pokazuju da CrEL utjeCe na
farmakokinetiku paklitaksela putem inkapsulacije lijeka unutar CrEL micela, uzrokujuci
promjene u stani¢noj raspodjeli te odnosu koncentracije izmedu krvi i plazme. Micele koje
nastaju uklapanjem paklitaksela predstavljaju glavni nosa¢ lijeka u sistemskoj cirkulaciji.
Postotak ukupnog paklitaksela uklopljenog u micele neproporcionalno raste s viSim dozama
primijenjenog CrEL. Hipoteza da je nelinearna farmakokinetika paklitaksela povezana s
promjenama koncentracije CrEL u ovisnosti o vremenu potvrdena je u studiji na pacijentima s
karcinomom koji su primali rastu¢e doze od 135, 175 i 225 mg/m? paklitaksela. Pokazalo se da je
klirens paklitaksela ovisan o dozi, pri ¢emu je najmanji klirens uocen kod najviSe doze (slika 23).
U skladu s in vitro podacima, nelinearna raspoloZzivost paklitaksela u plazmi uzrokovana je o dozi
ovisnom razinom CrEL u krvi. Stoga je nemicelarna, odnosno slobodna frakcija paklitaksela u
plazmi bolji farmakokineticki pokazatelj toksi¢nosti na temelju kojeg je potrebno odrediti
doziranje paklitaksela, buduc¢i da nevezana frakcija lijeka moZe prolaziti kroz bioloSke barijere i

stupati u interakciju s odgovaraju¢im strukturama u tumorskim tkivima.
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Slika 23. Utjecaj doze na povrSinu ispod krivulje (AUC) za koncentraciju u plazmi (krugovi) i
krvi (trokuti¢i) kod pacijenata s karcinomom koji su lijeCeni trima razli¢itim dozama paklitaksela

(135, 175 i 225 mg/m2). Sto je ve¢i AUC, to je manji klirens lijeka. (36)

Osim utjecaja na raspodjelu paklitaksela, primjena CrEL povezuje se s promjenama u
farmakodinamici brojnih lijekova koji se primjenjuju konkomitantno s paklitakselom. Primjerice,
klini¢ka ispitivanja kombinirane terapije paklitaksela i1 cisplatina otkrila su vazne razlike u
toksi¢nosti koje ovise o redoslijedu primjene dvaju lijekova. Kada se paklitaksel primjenjuje prije
cisplatina mijelotoksi¢nost se javlja rjede, S$to se ne moZe povezati s promjenama u
farmakokinetici. Za razliku od toga, kod kombinacije paklitaksela s karboplatinom nije uocena
veza izmedu redoslijeda primjene i toksi¢nih nuspojava ili promjena u farmakokinetici. Jedan od
mehanizama koji ¢ini podlogu ovim klini¢ki vaZnim interakcijama povezan je sa selektivnom
inhibicijom nakupljanja cisplatina u stanicama periferne krvi i koStane srzi djelovanjem CrEL,
koja ne utjeCe na protutumorsko djelovanje. Iz toga proizlazi da su klini¢ki ucinci koji se
uoCavaju kod kombinirane primjene cisplatina iza kojeg slijedi paklitaksel posljedica
mijeloprotektivnog ucinka cisplatina posredovanog Cremophorom EL. Suprotno ovom
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pozitivnom ucinku CrEL kod kemoterapije cisplatinom, studije su pokazale da je pri
kombiniranoj primjeni paklitaksela 1 doksorubicina CrEL povezan s klinic¢ki vaznim kinetickim 1
dinamickim interakcijama koje znacajno utjeu na ukupni toksikoloski profil. Dolazi do izrazitog
smanjenja klirensa doksorubicina, osobito kad se paklitaksel daje prije antraciklina, Sto rezultira
znatnim pogorSanjem mukozitisa i hematoloSke toksi¢nosti. Stoga se u ovoj kombinaciji
preporuca doksorubicin primijeniti prije paklitaksela. Pritom treba imati na umu da i samo male
promjene u doziranju i trajanju infuzije mogu uzrokovati nepredvidive farmakodinamicke
posljedice. Sli¢ne interakcije s CrEL uocene su kod primjene etopozida, epirubicina i metabolita
irinotekana SN-38. Intenzitet ovih interakcija velikim dijelom ovisi o lijekovima koji se
kombiniraju, primijenjenoj dozi paklitaksela i CrEL te ukupnom trajanju infuzije lijekova
primijenjenih u sekvenci.

Kod primjene lijekova koji sadrze CrEL potrebno je obratiti pozornost na vrstu primarnog
spremnika i primijenjenih setova za infuziju, budué¢i da CrEL moZe dovesti do oslobadanja
DEHP [di-(2-etilheksil) ftalat] iz plastificiranih, polivinilkloridnih (PVC) spremnika (infuzijskih
vrecica i setova) u mjeri koja se povecava s vremenom i koncentracijom. Zbog toga moze doc¢i do
razvoja teSke hepati¢ke toksic¢nosti. Koli¢ina oslobodenog DEHP ovisi o koncentraciji nosaca,
vremenu kontakta izmedu nosaca lijeka i spremnika te vrsti seta za infuziju koja se koristi za
primjenu lijeka. Stoga za pripravu, Cuvanje i primjenu razrijedenog paklitaksela treba
upotrebljavati opremu koja ne sadrzi PVC. Proizvodaci preporucuju upotrebu staklenih,

polipropilenskih ili poliolefinskih spremnika (37).
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4.14. Novi pristupi u formulaciji lijeka

Kako je ranije opisano, nuspojave kod primjene paklitaksela povezuju se s otapalom
Cremophor EL koje se koristi u svrhu poboljSanja topljivosti slobodnog paklitaksela. ZabiljeZene
su teSke anafilakticke reakcije te periferna neuropatija. Stoga su posljednjih godina opseZna
istrazivanja usmjerena na pronalazak novih taksana 2. generacije, s ciljem povecanja
selektivnosti, djelotvornosti, sposobnosti prodiranja u srediSnji Ziv€ani sustav te smanjenja
toksi¢nih ucinaka i1 pojave rezistencije. U tu svrhu koriStene su razlicite strategije (slika 24) kao

Sto je upotreba nanocestica, razvoj analoga, prolijekova ili poliglutamatnih emulzija.

Povecanje topljivosti lijeka u
vodenom mediju (kootapala,
emulgatori)

Kompleksiranje Pri Strukturne promjene u
liieka ristup formulaciji o
) liiek molekuli lijeka
(ciklodekstrini) yeka

Koristenje nosaca (liposomi,
nanocestice)

Slika 24. Razliciti pristupi formulaciji paklitaksela (38)

Prolijekovi i povecanje topljivosti

Za razliku vodenog medija u kojem je paklitaksel slabo topljiv, u organskim otapalima dobro
se otapa. Tako se mogu pripremiti otopine milimolarnih koncentracija s razli¢itim alkoholima
(metanol, etanol, tert-butanol) te dimetilsulfoksidom. Osim toga, paklitaksel ne posjeduje
funkcionalne skupine koje bi se mogle ionizirati u farmaceutski primjenjivom rasponu te se stoga

promjenom pH ne moZe povecati njegova topljivost. UobiCajeni pristup povecanja topljivosti
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dodavanjem nabijenih kompleksiraju¢ih agenasa ili stvaranjem razliCitth soli lijeka nije
primjenjiv u slucaju paklitaksela.

Povecanje topljivosti lijeka u vodenom mediju moZe se posti¢i sintezom prolijekova.
Preferirana pozicija za pripravu prolijeka je 2’ budu¢i da mnogi 2'-acil-paklitaksel derivati u
krvnim odjeljcima prili¢no brzo hidroliziraju u paklitaksel. Sintetiziran je i C-7 esterski prolijek,
budu¢i da C-7 hidroksilna skupina nije krucijalna za citotoksi¢nost. Nadalje, sintetiziran je i ester
paklitaksela sa snaznim elektron akceptorskim supstituentima, poput alkoksi grupe u a-poziciji
estera, kako bi se ubrzalo hidroliti¢ko cijepanje. Navedeni spojevi na stani¢nim linijama tumora
pokazuju citotoksicno djelovanje usporedivo djelovanju paklitaksela. Dodatno, ljudska plazma
katalizira oslobadanje djelatnog paklitaksela. Cesto koristena molekula za poveéanje topljivosti je
polietilenglikol (PEG). Radi se o amfifilnoj makromolekuli, raspona mase od 2-12 kDa, koja
osigurava bolju topljivost konjugata hidrofobnih organskih spojeva ili proteina u vodenom

mediju, produZujuéi im vrijeme poluZivota i povecavajuc¢i imunogenost (38).

Kootapala

Slabi elektroliti i nepolarne molekule lijeka cesto su slabo topljivi u vodenom mediju.
Topljivost im se moZe povecati dodavanjem otapala koje se mijeSa s vodom, a u kojem je lijek
dobro topljiv. Takva se otapala nazivaju kootapala. Ona koja se mijeSaju s vodom cesto se koriste
u formulaciji intravenskih lijjekova netopljivih u vodi. Negativna strana ove metode je pojava
precipitacije nakon dodatka smjese kootapala intravenskoj tekucini ili krvi. Stoga je u takvim
sluCajevima potrebno primijeniti iznimno sporu infuziju kako bi se sprijecila precipitacija. Nosac
koji se sastoji od etanola i polisorbata 80 (Tween) te se prije primjene razrjeduje u otopini
glukoze pogodan je za davanje paklitaksela. Navedeni nosa¢ prethodno je primijenjen u

formulaciji drugog citostatskog lijeka iz skupine taksana, docetaksela. IstraZivan je 1 sistem
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kootapala koji se sastoji od etanola, polisorbata 80 (Tween) i povrSinski aktivne tvari Pluronic
L64 u volumnom omjeru 3:1:6. Paklitaksel je solubiliziran u navedenom sistemu kootapala pri
koncentraciji od 5 mgmL!. Kroz tri mjeseca nisu uodene promjene u kemijskoj i fizi€koj
stabilnosti, no nakon razrjedivanja s vodom na koncentraciju 3,45 mM otopina je fizicki stabilna

samo tri dana (38).

Emulzije

Emulzije tipa ulje u vodi (U/V) takoder se koriste za formulaciju paklitaksela. Kao uljna faza
koristi se triacetin koji se pokazao kao odlican solubilizator paklitaksela. Solubilnost paklitaksela
u triacetinu iznosi 75 mgmL-'. Ipak, kad se otopina razrijedi oko 9 puta s 5%-tnom dekstrozom u
intravenskom setu za infuziju javlja se spora precipitacija. Pripremljena je smjesa emulzije i
liposoma s kukuruznim uljem, fosfatidilkolinom iz jaja, kolesterolom 1 paklitakselom. Pod
mikroskopom nije uoCen kristalizirani lijek cak niti pri visokim koncentracijama ulja 1
koncentraciji paklitaksela od 5 mgmL"' u suviSku. Plazmatski klirens pojedinih lipidnih
komponenti pokazuje da je formulacija stabilna nakon intravenske primjene. Dobru stabilnost
pokazuju i formulacija paklitaksela sa smjesom ulja, fosfatidilkolinom iz jaja, Tween 80 i
otopinom glicerola, kao i emulzija koja sadrZi benzilbenzoat i tributirin. Navedene formulacije ne
uzrokuju iritacijske ucinke i flebitis u zeceva, §to je Cesta pojava kod formulacija s Cremophorom
EL, kompatibilne su s uobi¢ajenim pomo¢nim tvarima, a nuspojave su rijetke. Patentirana je
takoder formulacija u obliku U/V emulzije u kojoj je paklitaksel uklopljen u ulje Safranike
(Carthamus tinctorius L.) 1 vodu. Otopina paklitaksela u ulju dobivena je koriStenjem
izopropanola kao kootapala koje je uklonjeno, zatim dispergiranjem u vodi primjenom lecitina

kao surfaktanta. Na taj nacin je pripravljena stabilna U/V emulzija. Za podeSavanje osmolarnosti
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dodan je glicerin. Formulacija je takoder kompatibilna s uobic¢ajenim pomoc¢nim tvarima, a

nuspojave su rijetke (38).

Formiranje micela

Formiranje micela vazan je pristup solubilizaciji hidrofobnog lijeka u hidrofilnom mediju,
pri ¢emu se hidrofobni lijek fizicki zarobi u biorazgradivoj miceli koja sluzi kao nosac lijeka, bez
kovalentnog vezanja s micelom. Polimerne micele su nosaci antitumorskih lijekova koje
omogucavaju pasivni ciljani u€inak lijeka, prikladne jer su strukturno jake te stoga §to zbog svoje
veli¢ine Cestica (20-100 nm) ne ostaju zarobljene u retikuloendotelnom sustavu, za razliku od
liposoma. Pri formiranju micela vazno je da se koriste netoksicni, biorazgradivi polimeri koji se
metaboliziraju u tijelu. Pomoc¢u N-laurilkarboksimetilkitozana (LCC) pripremljene su micele
paklitaksela veli¢ine manje od 100 nm koja se smatra u¢inkovitom za pasivni ciljani ucinak lijeka
na tumor. Koncentracija paklitaksela u ovoj micelarnoj otopini vrlo je visoka te dostiZe vrijednost
od 2,37 mgmL!, §to je 1000 puta vise od koncentracije u zasi¢enoj otopini paklitaksela pri pH
7,4. Paklitaksel uklopljen u ovakve micele pokazuje veéi citostatski ucinak nego niske
koncentracije slobodnog paklitaksela. Druga formulacija ukljucuje solubilizaciju paklitaksela u
vodenom mediju primjenom mijeSanih micela soli Zu¢nih kiselina i fosfolipida. Solubilizacijski
potencijal takvih mijeSanih micela povecava ukupnu koncentraciju lipida te porast molarnog
omjera zuCne soli/fosfolipidi. Kako bi se postigla optimalna stabilnost preporuca se Cuvanje
formulacije u liofiliziranom obliku. Na stani¢nim linijjama dokazano je da paklitaksel zadrzava
citotoksi¢ni ucinak kada je formuliran u obliku mijeSane micelarne otopine. Nadalje, za isti
solubilizacijski potencijal mijeSane micele pokazuju niZzu toksi¢nost od uobicajenog bezvodnog

nosaca koji sadrzi Cremophor EL. Na temelju navedenog zakljucuje se da je paklitaksel uklopljen

57



u micele topljiv u vodi te ne izaziva uobiCajene nuspojave povezane s nosacem Cremophor EL

(38).

Liposomi

Stvaranje liposoma kao nosaca lijekova ukljuCuje raznovrsne metode, pri ¢emu Cesto dolazi
do znacajnih promjena u farmakokinetickim i farmakodinami¢nim svojstvima lijekova, §to moze
imati za posljedicu smanjenje toksi¢nosti i povecanje ucinka. Liposomi se sastoje od jednog ili
viSe vodenih odjeljaka okruZenih lipidnim membranskim dvoslojem. Budu¢i da sadrze hidrofilni
dio, hidrofobni dio i medupovrSinsku regiju, mogu se Koristiti za uklapanje lijekova razlicitih
fizikalnih obiljeZja. Optimalni ucinak postize se formiranjem liposoma od smjese L-
dimiristolfosfatidilkolina (DMPC) i L-dimiristolfosfatidilglicerola (DMPG) u molarnom omjeru
7:3 1 9:1, uz dodatak 5% kolesterola. Ustanovljena je veca in vitro citotoksi¢nost liposomalnog
paklitaksela na L1210 stanicama nego za slobodni lijek. Razvijen je i1 liposomalni terapijski
sustav koji sadrzi paklitaksel 1 fosfolipid u molarnom omjeru 1:33, dobiven iz fosfatidilglicerola i
fosfatidilkolina (1:9 molarni omjer). Takav sustav je stabilan dulje od 2 mjeseca pri temperaturi
od 4 °C, te 1 mjesec pri 20 °C, a zadrzava porast inhibitornog djelovanja slobodnog lijeka in vitro
na razli¢itim tumorskim stani¢nim linijjama. Maksimalna tolerirana doza (MTD) sustava je >200
mgkg!, $to je iznad vrijednosti za slobodni paklitaksel koji ima MTD 30 mgkg™! za i.v. primjenu
te 50 mgkg! za i.p. primjenu. Pored konvencionalnog liposomalnog paklitaksela razvijeni su
dugocirkuliraju¢i pegilirani liposomi paklitaksela. Usporedbom je ustanovljeno da su pegilirani
liposomi manje stabilni tijekom cuvanja od konvencionalnih te imaju niZe oslobadanje lijeka u
plazmu pri 37 °C. Konvencionalni liposomi nakon 2 i 48 sati pokazuju istu citotoksi¢nost kao 1
slobodni lijek, dok pegilirani liposomi dostizu istu citotoksi¢nost tek nakon 48 sati. Lijek

uklopljen u konvencionalne liposome pokazuje znacajne razlike u farmakokinetici u usporedbi sa
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slobodnim lijekom. Pegilirani liposomi su dugocirkulirajuci, uz poluvrijeme eliminacije od 48,6
sati, dok vrijeme polueliminacije za konvencionalne liposome iznosi 9,27 sati. Studije
biodistribucije takoder pokazuju znaCajno smanjenje uklanjanja pegiliranih liposoma putem
retikuloendotelnog sustava u jetri i slezeni 0,5 i 3 sata nakon injektiranja u odnosu na
konvencionalne liposome. Kako bi se omogucilo uklapanje vecih koncentracija paklitaksela
razvijen je novi liposomalni sustav na nacin da je u vodi topljivi prolijek 2-mPEG esterski
derivat paklitaksela uklopljen u lipidnu vezikulu. Liposomi koji sadrze 2'-mPEG(5000)-
paklitaksel pokazuju najbolji ucinak u pogledu stabilnosti, djelotvornosti uklapanja i
koncentracije lijeka (6,5 mgmL™') (39). Citotoksi¢na aktivnost in vitro ovog liposomalnog
prolijeka slicna je onoj konvencionalnog paklitaksela. Najznacajnija promjena u
farmakokinetickom profilu prolijeka u odnosu na liposomalne formulacije sa slobodnim lijekom
je u vremenu zadrZavanja lijeka u plazmi, koje je dulje kod liposoma koji sadrze 2'-mPEG(5000)-
paklitaksel.

Iako su liposomalni lijekovi ukljuceni u brojna klinicka istrazivanja, njihovo koriStenje za
ciljanu dopremu lijeka je ogranieno zbog slabe djelotvornosti uklapanja, nestabilnosti lijeka,
brzog istjecanja lijeka iz formulacije te niske stabilnosti tijekom Cuvanja. Problemi stabilnosti
prevladani su razvojem novih vezikularnih sustava za dopremu lijeka poput neionskih povrSinski
aktivnih vezikula tzv. niosoma, no potrebna su daljnja istraZivanja kako bi se liposome ucinilo

optimalnim oblikom za ciljanu dopremu lijekova (38).

Mikrocestice i nanocestice
Prednost uporabe biorazgradivih polimernih mikrokapsula i nanokapsula za kontroliranu
primjenu antitumorskih lijekova oc€ituje se u povecanju djelotvornosti i smanjenju sistemskih

nuspojava. NanocCestice pritom imaju prednost nad mikrocesticama. Nanocestice omogucavaju
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primjenu 1 u obliku intravenske i intramuskularne injekcije kao i supkutanu primjenu, smanjujuci
na taj nacin neZeljene ucCinke. Ranije formulacije mikroCestica paklitaksela s
poli(ekaprolaktonom) ili smjesom etilenvinilacetata 1 poli(d,l-laktatne kiseline) nisu bile pogodne
za klinicku primjenu zbog presporog oslobadanja lijeka. Kako bi se postiglo brZze oslobadanje
paklitaksela pripremljene su mikrocestice pomoc¢u kopolimera laktatne i glikolatne kiseline
(PLGA) manje molekulske mase. U mikrocestice je dodan i aditiv izopropilmiristat koji povecava
brzinu oslobadanja lijeka, ali nema utjecaja na povrSinsku morfologiju niti degradaciju
mikrocestica. Mehanizam oslobadanja lijeka iz mikroCestica primarno je difuzija lijeka u matriks
(40).

Posljednjih desetlje¢a razvijene su nanocestice s paklitakselom izradene od biorazgradivih
polimera tehnikom uklanjanja otapala liofilizacijom. Umjesto tradicionalnog emulgatora
polivinilalkohola (PVA) koriSteni su fosfolipidi koji omogucuju stvaranje kvalitetnije ovojnice te
se postize bolji emulgiraju¢i u€inak (41). Rentgenska fotoelektronska spektroskopija (XPS)
pokazala je da je povrSina nanocestica prekrivena emulgatorom. Karakteristike povrSine u velikoj
mjeri  ovise o koriStenom emulgatoru, pri ¢emu je povrSina nanocestica S
1,2-dipalmitoilfosfatidilkolinom (DPPC) puno glada od onih s PVA. To se moZe objasniti gu§¢im

pakiranjem DPPC na povrS$ini nanocestica (slika 25).
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Slika 25. Cestice s kopolimerima laktatne i glikolatne kiseline (PLGA) i nanocestice (gore) i
nanocestice od PLGA s DPPC (dolje) snimljene skeniraju¢im elektronskim mikroskopom (41)

U usporedbi s nanocesticama s PVA kao emulgatorom, nanocestice s DPPC imaju sli¢nu
veli¢inu i raspodjelu veli¢ina Cestica, ali puno vecu uspjeSnost uklapanja lijeka, na temelju cega
se zakljucuje da je DPPC pogodniji emulgator za proizvodnju nanocestica. Potrebna je puno
manja koli¢ina DPPC (~1/40 PVA) kako bi se dobile nanocestice slicne uspjeSnosti uklapanja.
DPPC ima vecu tendenciju razmjeStanja po povrsini, u potpunosti prekriva povr§inu nanocestica i
djeluje kao dobar stabilizator, te na taj nain sprecava agregaciju. Koli¢ina emulgatora je klju¢na
za veli€inu Cestica i uspjesSnost uklapanja lijeka. Prevelika koli¢ina emulgatora (PVA 1 DPPC)

dovodi do smanjene uspjeSnosti uklapanja lijeka u nanocestice jer se molekule lijeka vezu na
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molekule emulgatora u suviSku, Sto dovodi do gubitka lijeka u proizvodnom procesu. Profil
oslobadanja in vitro sli¢an je za oba emulgatora (PVA i DPPC) i ukljucuje inicijalni nagli skok
nakon kojeg daljnje oslobadanje paklitaksela ide gotovo ravnomjerno. Glavna razlika uocena je u
brzini oslobadanja. Budu¢i da je glavni mehanizam oslobadanja lijeka difuzija kroz mikroSupljine
i mikropore na povrSini nanocestica, morfologija ima vaznu ulogu. Nanocestice s DPPC imaju
manje pora na povrsini kroz koje je moguca difuzija lijeka od nanocestica s PVA pa je brzina
oslobadanja niZa, ¢ime se postize produzeno otpustanje lijeka. Oslobadanje moZe trajati do 6
mjeseci pa Cak i duze. Usporeden je utjecaj razli¢itih duZina alkilnog lanca i nezasi¢enih
fosfolipida na nanocestice. Fosfolipidi s kra¢im i zasi¢enim lancem formiraju manje nanocestice i
imaju puno bolju uspjeSnost uklapanja lijeka od onih s duzim i/ili nezasi¢enim lancem. Polimerne
nanocestice posjeduju sve prednosti liposomalne dopreme lijeka, uz dodatno prevladavanje
ogranicavajuc¢ih obiljeZja liposoma poput niske uspjeSnosti uklapanja, nestabilnosti lijeka i
curenja lijeka 1z liposoma. Dodatno, nanocestice zahvaljuju¢i vrlo maloj veli¢ini mogu
ekstravazirati na patoloSkom mjestu, kao Sto je solidni tumor, putem mehanizma pasivne ciljane

dopreme lijeka (38).

Tablica 3. Uspjesnost uklapanja lijeka i srednja veli¢ina nanocestica od poli(laktatne/glikolatne

kiseline (PLGA) izradenih s razli¢itim emulgatorima u razli¢itim koncentracijama (41)

Emulgator UspjeSnost uklapanja lijeka (%)  Srednja veli¢ina nanocestica (nm)
PVA 2% wiw) 40,2 973,5+41,0
PVA (4% wiw) 22,9 801,0+38,0
DPPC (0,05% wiw) 44.9 571,0+89,0
DPPC (0,1% w/w) 34,0 633,0+134,0

PVA - polivinilalkohol, DPPC — 1,2-dipalmitoilfosfatidilkolin
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Ciklodekstrini

Ciklodekstrini su oligosaharidi koji se koriste za povecanje topljivosti, brzine oslobadanja
lijeka i bioraspoloZivosti slabo topljivih lijekova. Koriste se takoder za povecanje stabilnosti
lijekova i poboljSanje intravenskih formulacija. U svrhu poboljSanja topljivosti, paklitaksel je
uklopljen u kompleks hidroksipropil-B-CD (HPBCD) koji pokazuje bolju topljivost od
nekompleksiranog paklitaksela. Zbog stereokemijske strukture paklitaksela, za formiranje
kompleksa najpogodniji su - i y-ciklodekstrini koji posjeduju velike Supljine u koje lako ulazi
velika kondenzirana taksanska prstenasta struktura i velika fenilna skupina na C-13
esterificiranom postranicnom lancu. Utvrdeno je da [-ciklodekstrini povecéavaju topljivost
paklitaksela za 950 puta ili viSe, te se klinicki djelotvorna koncentracija paklitaksela lako postiZe.
Paklitaksel s ciklodekstrinima pretezno formira komplekse drugog reda, pri ¢emu su kompleksi
sa HPBCD stabilniji od onih s HPyCD ili yCD. Paklitaksel je stabilniji u otopini ciklodekstrina
nego u puferskoj otopini jednake pH vrijednosti. Najveca stabilnost postize se pri pH 3-5.
Dodatno poboljSanje stabilnosti paklitaksela ostvaruje se dodatkom etanola. Unato¢ postignutim
poboljSanjima, ciklodekstrini imaju veliku prepreku za formulacije s paklitakselom. Naime, lijek
ima tendenciju taloZenja iz ciklodekstrin-lijek kompleksa nakon razrjedenja u vodenom mediju,
zbog cCega je potrebno koristiti visoke koncentracije ciklodekstrina koje mogu dovesti do
hemolize. Stoga je potrebna daljnja optimizacija terapijskih sustava paklitaksela s

ciklodekstrinima (38).

Pripravci za lokalnu primjenu
Jedan od terapijskih pristupa lijeCenju solidnih tumora je kirur§ko uklanjanje, nakon Cega
slijedi zraCenje 1/ili sistemska kemoterapija kako bi se ubile maligne stanice koje nisu uklonjene

te sprije¢io razvoj metastaza 1 ponovni rast tumora. Ugradnjom biorazgradivog implantata s

63



antineoplasti¢nim lijekom u Supljinu nastalu nakon uklanjanja tumora postiZze se visoka lokalna
koncentracija lijeka kojom se mogu ubiti preostale maligne stanice te ujedno sprijeciti sistemske
nuspojave kemoterapije uzrokovane intravenskom primjenom. Na taj nacin paklitaksel, koji inace
pokazuje znaCajnu sistemsku toksi¢nost, ukoliko se daje u obliku pripravka s produljenim
oslobadanjem za lokalnu primjenu, osim S$to povecava djelotvornost, smanjuje i sistemsku
toksi¢nost. Razvijeni su implantati u obliku diska koji sadrze polianhidrid P(FAD-SA, 50:50,
w/w) napunjen 10%-tnim (w/w) paklitakselom (42). No, iz ovakvog pripravka paklitaksel se
oslobada vrlo sporo. Samo 15% lijeka oslobodeno je u 77 dana te je pomocu kinetike prvog reda
procijenjeno da bi za potpuno oslobadanje lijeka iz implantata bila potrebna 44 mjeseca, Sto je
predugo vrijeme za bilo koje klinicko stanje. Stoga je razvijen bolji implantat s hidrofilnijim
polianhidridom P(CPP-SA, 20:80, w/w) koji je u istraZivanju na ekperimentalnom malignom
glioma modelu pokazao obecavajuci ucinak. Oslobadanje paklitaksela je u odnosu na prethodni
sustav ubrzano na 45-65% u 30 dana. Lokalnom intersticijskom primjenom paklitaksela na
modelu malignog glioma Stakora postiZzu se visoke koncentracije paklitaksela u mozgu te
povecava medijan preZivljavanja. Nadalje, bolesnici s malignim gliomima kojima su polimerni
implantati paklitaksela usadeni u tumor pomoc¢u kompjuterizirane tomografije pokazuju znacajno
smanjenje tumorske mase.

Razvijena je i1 kirurS§ka pasta bazirana na poli-(kaprolaktonu) (PCL), biorazgradivom i
biokompatibilnom polimeru niskog taliSta (oko 44-56 °C). Pasta se nakon laganog zagrijavanja
primjenjuje pomocu Sprice u rastaljenom stanju. Budu¢i da je oslobadanje paklitaksela iz poli-
(kaprolaktona) jako sporo, vrijeme polurazgradnje je vrlo dugo. Stoga je prouCavan utjecaj
ugradnje razli¢itih aditiva topljivih u vodi u PCL matriks na oslobadanje paklitaksela. U in vivo

studijama formulacija koja sadrzi paklitaksel/Zelatinu/PCL pastu znacajno je smanjila masu
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tumora u miSeva. Utvrdeno je da na oslobadanje lijeka utjeCe vrsta aditiva topljivog u vodi,

veli¢ina mikrocestica i udio aditiva.

Konjugati s albuminom

Paklitaksel-albumin konjugat formira se na nacin da se lijek kovalentno veZe za humani
serumski albumin preko sukcinila. Fizikalno kemijske karakteristike i antitumorska aktivnost
ovih makromolekularnih konjugata proucavana je in vitro, dok su njihova farmakokineticka
svojstva i toksi¢nost proucavani in vivo na miSevima. Konjugati su stabilni u fizioloskoj teku¢ini i
serumu, a u prisutnosti proteaza ili ekstrakta jetre lijek se oslobada linearnom kinetikom. Na tri
razlicite stani¢ne linije pokazalo se da konjugati zadrzavaju visoku citotoksi¢nost s uc¢inkovitim
vezanjem na stanice, internalizacijom i oslobadanjem lijeka u unutra$njost stanice. Konjugati
kontinuirano oslobadaju lijek u plazmu kroz produljeno vremensko razdoblje, osiguravajuci depo
efekt. Akutna toksi¢nost koja se javlja kod standardne formulacije paklitaksela uvelike je

smanjena primjenom albuminskih konjugata u miseva (43).

Potencijalne formulacije buduénosti

Ciljana doprema lijeka poznata kao pojam lijeCenja pamentnim lijekovima predmet je
brojnih istrazivanja. Sustav dopreme lijeka koji omogucuje detektiranje i ciljano djelovanje na
mjestu gdje je to potrebno promijenit ¢e Citavu perspektivu lijjeenja. Godine 2015. skupina
znanstvenika predstavila je ciljani terapijski sustav baziran na kompleksu paklitaksela s
B-ciklodekstrinom uklopljenim u fluorescentno oznacene nanocestice. Shema sinteze terapijskog

sustava prikazana je na slici 26 (44).
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Slika 26. Prikaz sinteze paklitaksela kompleksiranog s HA-FCN-CD uz nastajanje kompleksa
[HA-FCN-CD-PTX] (44)
HA-FCN - fluorescentno oznacena hijaluronska kiselina, CD — ciklodekstrin, PTX — paklitaksel

Transmisijskom elektronskom mikroskopijom utvrdeno je da su nastale nanocCestice oblika
malih sferi¢nih Cestica veli¢ine 706 nm, Sto je potvrdeno i mikroskopijom atomskih sila.
Kompleks HA-FCN-CD-PTX ima izvrsnu stabilnost kod ionskih koncentracija slicnih
fizioloSkim uvjetima. Kombinacija biooslikavanja i dopreme lijeka u obliku nanonosaca
predstavlja novi korak u polju nanomedicine. Pomocu dva razliita stimulansa postignuto je
prepoznavanje ciljne stanice i ciljana dostava lijeka. Interni stimulans je pH, dok eksterni
stimulans predstavlja opticki signal iz izvora fototermalne topline (slika 27). Oba stimulansa
mogu djelovati pojedinacno ili simultano kako bi se omogucilo oslobadanje lijeka u ciljane
stanice. Djelovanjem kiselog pH (pH 5,0 i 6,0) 85-90% paklitaksela se oslobodi kroz 36 sati, u
usporedbi sa 60% pri normalnom fizioloskom pH od 7,4. Razlog tomu su neosteceni dioli izmedu
BCD i HA-FCN koji pri fizioloSkom pH djeluju kao strukturne prepreke oslobadanju lijeka iz
CD, dok u kiselim uvjetima dolazi do odvajanja boronatnog estera i oslobadanja CD-PTX.
Ukoliko se primijeni NIR zracenje u trajanju od 5 minuta, nastupa naglo inicijalno oslobadanje

lijeka pri kiselom pH te nesto sporije pri pH 7,4. Nakon 24-satnog sinergistickog djelovanja oba
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stimulansa (pH i fototermalna toplina) dolazi do brzog 90%-tnog oslobadanja paklitaksela pri pH
5,01 6,0 te 62%-tnog pri pH 7,4. Na taj nacin kombinacija boronatne esterske veze osjetljive na
promjenu pH, uz pogodno djelovanje fototermalne topline, omogucuje internu kontrolu putem pH
i eksternu NIR udaljenu kontrolu dopreme lijeka. Pod utjecajem fototermalne topline
djelovanjem NIR zracenja dolazi do pomaka emisije fluorescencije iz crvene koja je
karakteristicna za kompleks HA-FCN-CD-PTX u plavu. PoviSena temperatura utjeCe na

topljivost CD te dolazi do oslobadanja paklitaksela iz kompleksa (44).

Slika 27. Shematski prikaz dopreme paklitaksela interno kontrolirane putem kisele mikrookoline,
i eksterno kontrolirane pomoc¢u fototermalnog NIR zrac¢enja (44)

Nove formulacije paklitaksela u klini¢ckoj primjeni ili klini¢ckim ispitivanjima

Nab paklitaksel, ABI 007 ili Abraxane®
Predstavlja paklitaksel u obliku nanocestica vezanih na albumin (Celgene Inc, Odenton,
MD). To je koloidna suspenzija koja se dobiva homogenizacijom humanog serumskog albumina

pri koncentraciji 3-4% s paklitakselom. Tako dobivene nanocestice malog su promjera i
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poboljSavaju dopremu paklitaksela u stanicu i njegovo antitumorsko djelovanje. U pripravku je
iskori§teno povoljno svojstvo albumina da se nakuplja i zadrzava u tumorskom tkivu. Abraxane®
ne sadrzi Cremophor EL te stoga premedikacija steroidima nije potrebna. Osim toga, nab
paklitaksel se moze pripremati u klasicnim plasti¢nim vre¢icama za intravensku infuziju, jer za
razliku od paklitaksela formuliranog s CrEL ne izaziva oslobadanje DEHP iz infuzijskih vrecica i
setova. Nadalje, Abraxane® se moZe razrijedivati sa znatno manjim volumenom fizioloSke
otopine te je stoga odobren rezim primjene od 260 mg/m? svaka tri tjedna, pri ¢emu je trajanje

infuzije skraceno s uobicajenih 180 minuta za CrEL-paklitaksel na svega 30 minuta (45).

DJ-927, XRP6258, XRP9881, Tesetaxel®

To je novi oralni polusintetski derivat taksana. Visoke je topljivosti, nije neurotoksican i
pokazuje izvrsnu antitumorsku aktivnost. Usporedbom DJ-297 s paklitakselom 1 docetakselom u
uvjetima in vitro i in vivo utvrdeno je da DJ-297 posjeduje bolji citotoksi¢ni u¢inak na razlic¢itim
stani¢nim linijama. Osobito se to odnosi na stani¢ne linije s eksprimiranim P-glikoproteinom. Za
razliku od ostalih taksana, na tumorsko djelovanje DJ-297 ne utje€e razina ekspresije
P-glikoproteina. Unutarstani¢no nakupljanje DJ-297 puno je obimnije od paklitaksela i
docetaksela, posebice u P-gp pozitivnim stanicama. U tijeku je nekoliko studija faze I/II. U studiji
na pacijentima s rekurentnim uznapredovalim NSCLC karcinomom rezultati upucuju na moguci
povoljni utjecaj kombiniranja s drugim citostaticima. Studija faze I se provodi u kombinaciji s
kapecitabinom. Najpovoljniji ukupni odgovor je stabiliziranje bolesti u 82% bolesnika, uz dobro

podnosenje, pa se oCekuje daljnji klini¢ki razvoj (45).
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Paclitaxel poliglumex (PPX) ili CT-2103, Opaxio®

PPX (prethodno zasticeno ime Xytotax®, Cells Therapeutics, Inc, Seattle, WA) je novi
biorazgradivi polimerni konjugat paklitaksela s a-poli-L-glutamatnom kiselinom. Dizajniran je na
nacin da poveca topljivost paklitaksela i njegovu selektivnu permeabilnost u tumorsko tkivo,
smanji izloZenost normalnog tkiva lijeku, te izbjegne MDR pumpe koje izbacuju lijek.
Formulacija ne sadrzi Cremophor EL te stoga premedikacija nije potrebna. Lijek se primjenjuje u
perifernu venu kroz 20-30 minuta svaka 3 tjedna. U pacijenata s uznapredovalim NSCLC koji
prethodno nisu lijeCeni citostaticima i loSim op¢im stanjem PPX je usporeden s gemcitabinom ili
vinorelbinom te se pokazalo da je iste djelotvornosti, uz manju mijelotoksi¢nost i vecu
neurotoksi¢nost. U kombinaciji s karboplatinom nije dokazana superiornost u odnosu na
kombinaciju s gemcitabinom s obzirom na preZivljavanje. PPX je pokazao aktivnost kod
uznapredovalog karcinoma jajnika te se provodi usporedba s paklitakselom. Kombinirana terapija
PPX s radioterapijom 1 cisplatinom za ezofagealni karcinom dobro se tolerirala i rezultirala je

dobrim ukupnim odgovorom od 32% (46).

Kationski liposomalni paklitaksel (EndoTAG®-1)

Ova formulacija ne sadrzi Cremophor EL. Razvijena je kao liposomalni lijek s ciljem
poboljsane djelotvornosti i boljeg profila toksi¢nosti u odnosu na konvencionalnu formulaciju
paklitaksela s CrEL. Neklini¢ka ispitivanja s EndoTAG®-1 pokazala su da kationski liposomi
ciljano djeluju na angiogenetske endotelne stanice. EndoTAG®-1 ima antiangiogenetska svojstva
te djeluje na tumorsku mikrovaskulaturu uzrokuju¢i funkcionalna oStecenja, zaCepljenje krvnih
zila te povecanu propusnost mikrovaskulature, Sto moZe povecati njegovo terapijsko djelovanje u
kombinaciji s ostalim kemoterapeuticima. U studiji faze II kombinacija gemcitabina i

EndoTAG®-1 u bolesnika s uznapredovalim ili metastatskim karcinomom guSterate koji
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prethodno nisu primali kemoterapiju dobro se podnosila te omogucila bolju kontrolu bolesti,
bolje prezivljavanje bez bolesti (PFS) i ukupno prezivljavanje (OS) u usporedbi s gemcitabinom
samim. U drugoj studiji faze II u bolesnika s uznapredovalim trostruko negativnim karcinomom
dojke kombinacija paklitaksela s EndoTAG®-1 pokazala je bolji u¢inak u odnosu na oba lijeka

primijenjena samostalno (47).

Polimerni micelarni paklitaksel, Genexol-PM®

To je novi analog paklitaksela u obliku biorazgradivih polimernih micelarnih nanocestica.
(Samyang Genex, South Korea). Kopolimer povecava topljivost paklitaksela u vodi te
omogucava dopremu visokih doza paklitaksela. U multicentricnom klinickom ispitivanju faze II
primijenjen je u pacijenata s uznapredovalim karcinomom dojke u dozi od 300 mg/m? svaka tri
tjedna te je pokazao znatnu aktivnost uz ukupni terapijski odgovor (ORR) od 59,5% 1 medijan
vremena do progresije bolesti (TTP) od 9,0 mjeseci. Kombinacija Genexol-PM® u dozi 175
mg/m? s cisplatinom u bolesnika s prethodno nelijeGenim uznapredovalim karcinomom Zeluca
dovela je do djelomi¢nog odgovora na terapiju u 46% pacijenata i stabilizacije bolesti u 20% s

TTP od 4,9 mjeseci (48).

DHA-paklitaksel, Taxoprexin®

U ovoj formulaciji prirodna masna kiselina dokozaheksanoicna kiselina (DHA) konjugirana
je preko esterske veze na 2'-O u molekuli paklitaksela, uz nastajanje konjugata paklitaksela 1
masne kiseline. Djelovanje formulacije temelji se na ¢injenici da odredene masne kiseline lako
prodiru u tumor gdje se koriste kao biokemijski prekursori i izvor energije. Koncentracije
paklitaksela i DHA-paklitaksela u in vivo uvjetima na modelu miSa pokazale su da DHA uspje$no
doprema paklitaksel u tumorsko tkivo, pri ¢emu je vrijednost AUC u tumoru 61 puta veca za

DHA-paklitaksel u odnosu na paklitaksel pri ekvitoksicnim dozama 1 8 puta veca pri
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ekvimolarnim dozama. Taxoprexin®

se primjenjuje u obliku dvosatne infuzije a formulacija
sadrzi 81% manje CrEL u odnosu na konvencionalni paklitaksel pri molarnom omjeru.
Preporucena doza za fazu II je 1100 mg/m?, §to je pri molarnom omjeru 4,6 puta vise od
maksimalne odobrene doze paklitaksela. Kod polovice ispitivanih pacijenata bolest se
stabilizirala uz znacajno poboljSanje kvalitete Zivota, a DHA-paklitaksel dobro se podnosio. U
ispitivanju faze IIl u bolesnika s metastatskim malignim melanomom nije utvrdena znacajna

razlika izmedu terapije DHA-paklitakselom i terapije dakarbazinom u pogledu ukupnog

preZivljavanja, terapijskog odgovora i vremena do progresije bolesti (49).

X5 BMS-184476

Ovaj analog paklitaksela primarno je razvijen zbog vece potentnosti i aktivnosti koju
pokazuje na staninim linijama rezistentnima na konvencionalni paklitaksel. Neklinicka
ispitivanja pokazala su da BMS-184476 nije potentniji u ispitivanjima polimerizacije tubulina i
kod neoplazmi osjetljivih na taksane, medutim, djelotvorniji je kod tumora koji su rezistentni na
taksane. Bolje je topljiv od konvencionalnog paklitaksela u vodenim otapalima koja sadrze
polioksietilirano ricinusovo ulje. Nadalje, zbog vece potentnosti u odnosu na paklitaksel, manja
koli¢ina BMS-184476 je potrebna za formulaciju 1 mg lijeka. Formulacija sadrzi manju koli¢inu
CrEL, §to se smatra povoljnim u smislu poboljSanja sigurnosti, manje premedikacije i kraceg
vremena davanja. U neklinickim studijama utvrdeno je da BMS-184476 moZe povecati ucinak
radijacije na humanim stani¢nim linijama karcinoma pluc¢a i in vivo i in vitro, te je potvrdena
pretpostavka da je G2/M blokada ukljuena u radiosenzitizaciju uzrokovanu taksanima. U
klinic¢koj studiji faze II bolesnicima s uznapredovalim NSCLC nakon jedne ili viSe prethodnih
kemoterapija, davan je BMS-184476 u dozi od 60 mg/m? iv. kroz 1 sat svakih 21 dan.

Djelomican odgovor uocen je kod 14% pacijenata, a stabilizacija bolesti kod 59%. Medijan PFS
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bio je 3,7 mjeseci, a medijan OS 10 mjeseci. U studiji faze IB pacijentima s uznapredovalim
solidnim tumorima davan je BMS-184476 na dan 1 i 8 uz doksorubicin na dan 1. Maksimalna
tolerirana doza (MTD) i ujedno preporuéena doza za fazu II bila je 35 mg/m?/tjedan (70 mg/m?
po ciklusu) na dan 1 i 8. ORR u 17 prethodno nelijecenih ili minimalno lijeCenih bolesnika s
karcinomom dojke bio je 59%. Doziranjem BMS-184476 u dva uzastopna tjedna omogucilo se
davanje vecih doza lijeka uz impresivno antitumorsko djelovanje u pacijenata s nelijeCenim ili

minimalno lije¢enim karcinomom dojke (50).

72



U tablici 4. dan je prikaz osnovnih obiljeZja novorazvijenih formulacija paklitaksela.

Tablica 4. ObiljeZja novih formulacija paklitaksela (45)

Naziv Proizvoda¢ Faza razvoja Mehanizam Potencijalne Put Potrebna Toksi¢nosti Kemijska struktura
dopreme indikacije primjene premedikacija stupnja 3i4
>5%
Nab-paclitaxel Abraxis Odobren od nanocestice, dojka iv. Ne Neutropenija, . OO
(Abraxane®) bioscience/ strane EMA i vezane na albumin  NSCLC 1GGT, o Heq, | !
Celgene FDA gusteraca periferna o i O AL ™o
(dojka, pluca, jajnici - neuropatija, A, 'y w;‘ ¢
gusteraca) neodobreno slabost &u il AR
o
DJ-927 Genta Faza Il analog dojka p-o. Ne Neutropenija, il
(Tesetaxel®) gastroezofagealni sepsa, S\
melanom proljev, /L\/ g9
mjehur letargija ° &‘/"\
NSCLC o™ 0 - o
H
CLE sy
= OH ~ o]
F = (o]
L.
Paclitaxel Cell therapeutics  Faza Il NSCLC,  prolijek NSCLC (faza III iv. Ne Neurotoksic¢nost i
poliglumex/CT Janici i makromolekula, u  na PS2 naivni), Neutropenija e "‘}' i
2103 glioblastom vodi topljivi jajnici (faza II), Alopecija . T . W‘*:\ti
(Opaxio®) polimer glioblastom, /x])L _,_,L\:, L\__,i_'?\” %
glutamatne ezofagealni (faza 1 P e { A
kiseline, vezanna 1) _— -
paklitaksel FONY N BN H\
YO O
o -
EndoTAG + MediGene Faza Il guSteraca  kationski gusteraca iv. Ne Neutropenija 0
paclitaxel s gemcitabinom liposomalni dojka Povisena }&
(EndoTAG®-1) TNBC paclitaxel tjelesna
temperatura ch/\}




Naziv Proizvoda¢ Faza razvoja Mehanizam Potencijalne Put Potrebna Toksi¢nosti Kemijska struktura
dopreme indikacije primjene premedikacija stupnja 3id4
>5%
XRP9881 Sanofi Faza Il analog NSCLC 1v. Da Neutropenija
(Larotaxel®) NSCLC sa dojka Neuropatija y o & r
cisplatinom ili Proljev : ! X .
gemcitabinom g L/
dojka L e
Polymeric- Samyang Genex Fazall kootapala, ne NSCLC iv. Potrebna Neutropenija
micellar Co NSCLC sa sadrzi Cremophor  dojka daljnja Neuropatija
paclitaxel cisplatinom ili Zeludac evaluacija Artralgija
(Genexol- karboplatinom Hiperosjetljivost
PM®) dojka
Zeludac
DHA-paclitaxel ~ Protarga ZavrSena faza Ill  prolijek NSCLC Lv. Da Neutropenija . o
(Taxoprexin®) NSCLC s melanom
karboplatinom GE veza
ZavrSena faza III
melanom
f
|
BMS-184476 Bristol-Myers- Faza V/IINSCLC  analog NSCLC iv. Potrebna Neutropenija Q
Squibb samostalno ili u CrEL dojka daljnja Periferna Ph)k
kombinaciji sa evaluacija neuropatija

cisplatinom,
karboplatinom ili
doksorubicinom
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5. ZAKLJUCCI

Otkri¢e 1 razvoj paklitaksela s jedinstvenim mehanizmom djelovanja u odnosu na dotad
poznate antitumorske lijekove otvorilo je novo poglavlje u lijeCenju karcinoma. Paklitaksel potice
stvaranje mikrotubula od dimera tubulina te ih stabilizira sprjeCavanjem depolimerizacije, $to
rezultira inhibicijom normalne dinamicke reorganizacije mreZe mikrotubula koja je klju¢na za
vitalnu interfazu i mitotske funkcije stanice.

Paklitaksel je diterpen kompleksne strukture prisutan u vrlo maloj koli¢ini u kori biljne vrste
Taxus brevifolia Nutt. Nedostatak prirodnih resursa te za farmaceutsku industriju ekonomski
neisplativa sinteza neka su od ogranic¢enja koja su stajala na putu brzom razvoju lijeka. Danas se
dobiva polusintetski iz 10-deacetilbakatina III koji se izolira iz iglicastih listova europske tise.

Jedan je od najpoznatijih 1 najprimjenjivanijih antitumorskih lijekova danaSnjice. Dio je
standardne terapije u lijeenju razlicitih vrsta karcinoma, bilo u pocetnom ili uznapredovalom
stadiju. Odobrene terapijske indikacije obuhvacaju karcinom dojke, jajnika i pluca te Kaposijev
sarkom povezan s AIDS-om.

Kako bi se poboljsala slaba topljivost paklitaksela u vodenom mediju, u formulaciji lijeka
koristi se otapalo Cremophor EL. Ono mozZe dovesti do teSkih anafilaktoidnih reakcija
preosjetljivosti. Pored toga, primjena paklitaksela povezuje se i s neZeljenim ucincima poput
hematotoksi¢nosti, neurotoksi¢nosti i kardiotoksi¢nosti.

Novija istrazivanja usmjerena su prema razvoju suvremenih formulacija lijeka povecane
selektivnosti 1 djelotvornosti, ciljane dopreme na mjesto djelovanja te smanjenih toksi¢nih
ucinaka. U tu svrhu najceS¢e se koriste nanocestice, liposomi, ciklodekstrini, analozi i
prolijekovi. Od desetak formulacija koje se nalaze u razliitim fazama kliniCkih ispitivanja,

potrebno je istaknuti paklitaksel u obliku nanocestica vezanih na albumin, zaSti¢enog naziva
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Abraxane, kojeg su odobrile EMA 1 FDA za lije¢enje karcinoma dojke, pluca i guSterace. Za
konac¢nu potvrdu terapijskog potencijala ostalih formulacija potrebno je pricekati dovrSetak

klinickih ispitivanja.
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