
Univerzita Karlova v Praze 

Farmaceutick§ fakulta v Hradci Kr§lov® 

Katedra farmakologie a toxikologie 

VLIV CHOLESTATICK£HO POĠKOZENĉ JATER 

NA ELIMINACI A TRANS PORT L£ĻIV 

Dizertaļn² pr§ce 

Mgr. Eva Brļ§kov§ 

Ġkolitel: Doc. PharmDr. Frantiġek Ġtaud, Ph.D. 

DoktorskĨ studijn² program: Farmakologie a toxikologie 

 

Hradec Kr§lov® 

2009 



 

 

2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prohlaġuji, ģe tato pr§ce je mĨm pŢvodn²m autorskĨm d²lem, kter® jsem 

vypracovala samostatnŊ. Veġker§ literatura a dalġ² zdroje, z nichģ jsem pŚi zpracov§n² 

ļerpala, jsou uvedeny v seznamu literatury a v pr§ci Ś§dnŊ citov§ny. 

 

 

 

                        Eva Brļ§kov§ 

 



PodŊkov§n² 

 

 

 

3 

PodŊkov§n² 

R§da bych podŊkovala vġem, kteŚ² mi pom§hali bŊhem cel®ho studia, a tak pŚispŊli 

i k vypracov§n² t®to pr§ce. DŊkuji ġkoliteli Doc. PharmDr. Frantiġku Ġtaudovi, Ph.D. za 

veden² m®ho doktorsk®ho studia. 

MŢj nejvŊtġ² d²k patŚ² Doc. MUDr. Stanislavovi Miļudovi, Ph.D., m®mu ġkoliteli ï 

specialistovi, kterĨ mŊ svĨm odbornĨm a neobvykle pŚ§telskĨm pŚ²stupem vedl bŊhem 

cel®ho studia a jehoģ rady a pŚipom²nky mi byly cennĨm pŚ²nosem. 

Zvl§ġtŊ bych r§da podŊkovala Mgr. Leoġovi Fuksovi za cenn® konzultace a z²sk§n² 

odbornĨch zkuġenost² v oblasti molekul§rn² biologie, d§le MUDr. JolanŊ Cermanov®, 

Ph.D. a Prof. MUDr. JiŚinŊ Mart²nkov®, CSc. za podnŊtnou spolupr§ci pŚi Śeġen² 

problematiky m®ho studia, Bc. Jitce H§jkov®, Mgr. Gabriele Kolouchov® a Mgr. PetŚe 

Hirġov® za pomoc v praktick® oblasti. PodŊkov§n² n§leģ² tak® Prof. MUDr. Vladim²ru 

Gerġlovi, CSc. za moģnost pracovat v kolektivu Đstavu farmakologie L®kaŚsk® fakulty 

v Hradci Kr§lov® a vġem ostatn²m spolupracovn²kŢm na Đstavu farmakologie L®kaŚsk® 

fakulty v Hradci Kr§lov®, kteŚ² se pod²leli na vzniku prezentovanĨch vĨsledkŢ. 

V neposledn² ŚadŊ patŚ² d²k mĨm rodiļŢm a pŚ²teli Honzovi za podporu, kterou mi 

bŊhem studia projevovali. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tato dizertaļn² pr§ce byla finanļnŊ podpoŚena vĨzkumnĨm z§mŊrem MĠMT 

0021620820 a granty COST 1P05OC062 a GA UK 116807/C/2007. 

 



Obsah 

 

 

4 

Obsah 

 

PODŉKOVĆNĉ ............................................................................................................................................... 3 

OBSAH ............................................................................................................................................................. 4 

SEZNAM POUĢITħCH ZKRATEK  ............................................................................................................ 6 

ĐVOD ............................................................................................................................................................... 7 

1. MORFOLOGICKĆ STRUKTURA A FUNKCE JATER ....................................................................................... 8 

1.1. Morfologick§ struktura jater .................................................................................................... 8 

1.1.1. Hepatocyty .......................................................................................................................... 10 

1.2. Funkce jater ............................................................................................................................ 12 

1.2.1. PŚehled z§kladn²ch funkc² jater ........................................................................................... 12 
1.2.2. Eliminace l®ļiv v j§trech .................................................................................................... 14 

2. TRANSPORT L£ĻIV V JĆTRECH ............................................................................................................... 15 

2.1. Bazolater§ln² transportn² proteiny ......................................................................................... 16 

2.1.1. NTCP .................................................................................................................................. 16 
2.1.2. OATP.................................................................................................................................. 17 
2.1.3. OAT .................................................................................................................................... 17 
2.1.4. OCT .................................................................................................................................... 17 
2.1.5. MRP1, MRP3ï6 ................................................................................................................. 17 
2.1.6. OSTŬ/ɓ ............................................................................................................................... 18 

2.2. Kanalikul§rn² transportn² proteiny ........................................................................................ 19 

2.2.1. MRP2.................................................................................................................................. 19 
2.2.2. MDR1 ................................................................................................................................. 20 
2.2.3. MDR3 ................................................................................................................................. 20 
2.2.4. BSEP .................................................................................................................................. 20 
2.2.5. BCRP .................................................................................................................................. 21 

3. CHOLESTĆZA A JATERNĉ TRANSPORTNĉ SYST£MY PRO L£ĻIVA .............................................................. 22 

3.1. Transport®ry a patofyziologie cholest§zy ............................................................................... 22 

3.2. Spont§nn² anticholestatick§ obrann§ reakce.......................................................................... 23 

4. PREKLINICK£ MODELY STUDIA VLIVU CHOLESTĆZY NA FARMAKOKINETIKU L£ĻIV .............................. 25 

4.1. Metody in vitro ....................................................................................................................... 26 

4.2. Metody in situ ......................................................................................................................... 26 

4.3. Metody in vivo ........................................................................................................................ 26 

4.3.1. Extrahepat§ln² cholest§za ................................................................................................... 27 
4.3.2. Intrahepat§ln² cholest§za .................................................................................................... 28 
4.3.3. Farmakokinetick§ analĨza .................................................................................................. 29 

CĉLE PRĆCE ................................................................................................................................................ 32 

PODĉL NA JEDNOTLIVħCH PUBLIKACĉCH ....................................................................................... 34 

SEZNAM POUĢIT£ LITERATURY  ......................................................................................................... 36 

P-GLYCOPROTEIN FUNCTIO N AND EXPRESSION DURING OBSTRUCTIVE CHOL ESTASIS 

IN RATS ......................................................................................................................................................... 46 



Obsah 

 

 

5 

KOMENTĆř K ĻLĆNKU ................................................................................................................................. 47 

INCREASED MELIBIOSE/ RHAMNOSE RATIO IN BILE OF RATS WITH  ACUTE 

CHOLESTASIS ............................................................................................................................................. 57 

KOMENTĆř K ĻLĆNKU.................................................................................................................................. 58 

ALTERATION OF METHOT REXATE BILIARY AND R ENAL ELIMINATION DUR ING 

EXTRAHEPATIC AND INT RAHEPATIC CHOLESTASI S IN RATS ................................................. 66 

KOMENTĆř K ĻLĆNKU ................................................................................................................................. 67 

SOUHRN ........................................................................................................................................................ 77 

SUMMARY  .................................................................................................................................................... 82 

SEZNAM PUBLIKOVANħCH PRACĉ...................................................................................................... 87 

1. PšVODNĉ PRĆCE PUBLIKOVAN£ V ODBORNħCH ĻASOPISECH ................................................................. 88 

2. ABSTRAKTY Z MEZINĆRODNĉCH KONFERENCĉ ....................................................................................... 90 

3. ABSTRAKTY Z ĻESKħCH A SLOVENSKħCH KONFERENCĉ ....................................................................... 92 

 



Seznam pouģitĨch zkratek 

 

 

6 

Seznam pouģitĨch zkratek 

ABC    ĂATP binding cassetteñ - transport®ry v§ģ²c² ATP 

BCRP   ĂBreast cancer resistance proteinñ ï transport®r 

BSEP   ĂBile salt export pumpñ ï transport®r 

CAR    ĂConstitutive androstane receptorñ ï nukle§rn² receptor 

CYP   Isoformy cytochromu P450 

FXR    ĂFarsenoid X receptorñ ï nukle§rn² receptor 

GST   Glutathion-S-transfer§zy ï enzymy II. f§ze biotransformace 

IL-1ɓ   Interleukin 1ɓ 

IL-6   Interleukin 6 

MDR   ĂMultidrug resistance proteinsñ ï podrodina ABC transport®rŢ 

MRP  ĂMultidrug resistance-associated proteinsñ ï podrodina ABC transport®rŢ 

NTCP  ĂNa
+
-taurocholate cotransporting polypeptideñ ï polypeptid transportuj²c² 

organick® anionty 

OAT   ĂOrganic anion transporterñ ï transport®ry organickĨch aniontŢ 

OATP ĂOrganic anion transporting polypeptideñ ï polypeptidy transportuj²c² organick® 

anionty 

OCT ĂOrganic cation transporterñ ï transport®ry organickĨch kationtŢ 

OSTŬ/ɓ  ĂOrganic solute transporter Ŭ/ɓñ ï transport®ry organickĨch aniontŢ 

PBC   Prim§rn² bili§rn² cirh·za 

P-gp    P-glykoprotein (MDR1) 

PSC   Prim§rn² sklerotizuj²c² cholangitida 

PXR    ĂPregnane X receptorñ ï nukle§rn² receptor 

RT-PCR ĂReverse transcriptase ï polymerase chain reactionñ 

SLC    ĂSolute carrierñ ï rodina transportn²ch proteinŢ 

SULT   Sulfotransfer§zy ï enzymy II. f§ze biotransformace 

TNF-Ŭ   ĂTumor necrosis factor Ŭñ 

UGT   Uridin difosf§t-glukuronosyltransfer§zy ï enzymy II. f§ze biotransformace 

 

 

Pozn§mka 

V textu mohou bĨt proteiny oznaļeny velkĨmi nebo malĨmi p²smeny v n§vaznosti na souļasn§ 

doporuļen², kter§ pouģ²vaj² velk§ p²smena u lidskĨch genŢ/proteinŢ a mal§ p²smena u zv²Śec²ch 

ekvivalentŢ. 
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1. Morfologick§ struktura a funkce jater  

J§tra patŚ² mezi ģivotnŊ dŢleģit® org§ny. Jsou nejvŊtġ²m org§nem lidsk®ho tŊla, 

kterĨ zauj²m§ cca 1/50 celkov® tŊlesn® hmotnosti dospŊl®ho ļlovŊka (1200ï1400 g u ģen 

a 1400ï1800 g u muģŢ). KromŊ tvorby a sekrece ģluļi maj² Śadu metabolickĨch, z§sobn²ch 

a endokrinn²ch funkc². StŊģejn² je ¼loha jater ve vychyt§v§n², detoxikaci a exkreci 

endogenn²ch a exogenn²ch l§tek vļetnŊ l®ļiv (Kuntz E. and Kuntz H.-D., 2008b). 

1.1. Morfologick§ struktura jater  

Jatern² tk§Ŕ je tvoŚena tr§mci jatern²ch bunŊk (hepatocytŢ). Jatern² tr§mce jsou 

obvykle tvoŚeny dvŊma Śadami tŊsnŊ k sobŊ pŚil®haj²c²ch hepatocytŢ, kter® se hvŊzdicovitŊ 

sb²haj² k centr§ln² v®nŊ. Mezi tr§mci prob²haj² krevn² kapil§ry, tzv. jatern² sinusoidy, 

kterĨmi prot®k§ sm²ġen§ krev z vŊtv² port§ln² v®ny a jatern² art®rie do centr§ln² v®ny. 

Port§ln² v®na pŚiv§d² do jater 60ï70 % krve s vysokĨm obsahem ģivin, ale n²zkĨm 

obsahem kysl²ku. Naopak jatern² art®rie dod§v§ krev bohatou na obŊ sloģky. UspoŚ§d§n² 

hepatocytŢ v tr§mc²ch je takov®, ģe kaģdĨ je alespoŔ z jedn® strany v kontaktu s krv² 

sinusoidu pŚes Disseho prostor. StŊny sinusoidŢ jsou fenestrovan®, coģ m§ vĨznam pro 

transport l§tek. Ļ§st hepatocytu, kter§ nen² v kontaktu s Disseho prostorem, tvoŚ² stŊnu 

ģluļov® kapil§ry a na ni navazuj²c²ho itralobul§rn²ho ģluļovodu (Obr. 1) (Kuntz E. and 

Kuntz H.-D., 2008b;Mareġ J., 2003). 

 

Obr. 1. Sch®ma struktury jater zn§zorŔuj²c² tok krve a ģluļi v jatern²m lalŢļku. Krev prot®k§ sinusoidy 

z vŊtve port§ln² v®ny do centr§ln² v®ny (tzn. z periferie do centra lalŢļku). Tok ģluļe smŊŚuje z centra 

lalŢļku do ģluļovodŢ na periferii.       tok arteri§ln² krve z jatern² art®rie;       tok ven·zn² krve z port§ln² 

v®ny;       tok sm²ġen® krve;       tok ģluļe. PŚevzato a upraveno z Van De Graaff K. (2001). 

Mezi endotelovĨmi buŔkami jatern²ch sinusoid jsou vmezeŚeny makrof§gy, tzv. 
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Kupfferovy buŔky (neparenchymov® buŔky tvoŚ²c² pŚibliģnŊ 25ï30 % celkov® bunŊļn® 

populace jatern² tk§nŊ). Tyto buŔky jsou souļ§st² mononukle§rn²ho fagocyt§rn²ho syst®mu, 

kterĨ pohlcuje l§tky s potencion§lnŊ toxickĨmi ¼ļinky pŚiv§dŊn® do jater port§ln² krv², 

a tak br§n² jejich pŚenosu do syst®mov® cirkulace. V Disseho prostoru se tak® nach§zej² 

hvŊzdicovit® buŔky stŚ§daj²c² tuk a vitamin A, oznaļovan® jako lipocyty neboli Itovy 

buŔky (Obr. 2).  

 

Obr. 2. Sch®matick® zn§zornŊn² jatern²ho sinusoidu. PŚevzato a upraveno z www.medspace.com.  

Z§kladn² morfologickou jednotku jater pŚedstavuje jatern² lalŢļek (lalŢļek 

centr§ln² v®ny - lobulus venae centralis), kterĨ je tvoŚen tr§mci jatern²ch bunŊk sb²haj²c²ch 

se k centr§ln² v®nŊ (Obr. 3). Jatern² lalŢļek m§ tvar nepravideln®ho ġestibok®ho hranolu se 

zaoblenĨmi stŊnami. Na periferii lalŢļku jsou um²stnŊny vŊtve jatern² art®rie (arteria 

interlobularis), port§ln² v®ny (vena interlobularis) a interlobul§rn² ģluļovod, kter® tvoŚ² 

jatern² trias (portobili§rn² prostor) (Kuntz E. and Kuntz H.-D., 2008b;Ġv²glerov§ J. and 

Slav²kov§ J., 2008).  

Z§kladn² funkļn² jednotku jater tvoŚ² prim§rn² jatern² acinus (Obr. 3), kterĨ je 

uspoŚ§d§n pod®l osy tvoŚen® jatern² arteriolou, port§ln² venulou, ģluļovodem 

a lymfatickou c®vou. Jatern² acinus je rozdŊlen do tŚ² z·n podle vzd§lenosti od c®v v ose 

lalŢļku:  

Á z·na 1, periport§ln² - lokalizov§na v centru acinu, z§sobena krv² s vyġġ²m 

obsahem kysl²ku a hraj²c² z§sadn² ¼lohu v oxidaci l§tek (napŚ. mastnĨch kyselin), 

glukoneogenezi, ureagenezi, synt®ze b²lkovin, cholesterolu a ģluļovĨch kyselin 

a zneġkodnŊn² nŊkterĨch toxinŢ konjugac² se s²ranovĨm aniontem, 
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Á z·na 2, intermedi§ln² ï pŚechodn§ z·na mezi prvn² a tŚet² z·nou, 

Á z·na 3, pericentr§ln² ï lokalizov§na na periferii acinu, z§sobena krv² s niģġ²m 

obsahem kysl²ku a maj²c² kl²ļovou ¼lohu v redukļn²ch reakc²ch, v glykolĨze, 

lipogenezi, oxidaci cytochromem P450 a konjugaci s glutathionem a kyselinou 

glukuronovou; tato z·na m§ nejniģġ² regeneraļn² kapacitu. 

Jelikoģ intermedi§ln² z·na nem§ ģ§dn® funkļn² rozhran², pŚedpokl§d§ se, ģe jedna 

polovina t®to z·ny by mohla bĨt pŚiŚazena z·nŊ 1 a druh§ polovina k z·nŊ 3. Na Śezu m§ 

jatern² acinus pŚibliģnŊ tvar dvou troj¼heln²kŢ pŚivr§cenĨch k sobŊ z§kladnami (Obr. 3) 

(Kuntz E. and Kuntz H.-D., 2008b;Ġv²glerov§ J. and Slav²kov§ J., 2008;Newsholme, et al., 

2003). 

 

Obr. 3. Sch®ma jatern²ho lalŢļku (vymezen pŚeruġovanŊ) a prim§rn²ho jatern²ho acinu (zn§zornŊn 

plnou ļ§rou). PBP ï portobili§rn² prostor (jatern² trias), CV ï centr§ln² v®na, 1 ï periport§ln² z·na, 2 ï 

intermedi§ln² z·na, 3 ï pericentr§ln² z·na. PŚevzato a upraveno z Ġv²glerov§ J. a Slav²kov§ J. (2008). 

1.1.1. Hepatocyty 

Hepatocyty jsou polarizovan® epiteli§ln² buŔky o velikosti 20ï40 ɛm. Zauj²maj² 

80 % objemu jater a 60ï65 % celkov®ho poļtu bunŊk jater. Na povrchu hepatocytŢ, kterĨ 

smŊŚuje do Disseho prostoru, je vyvinuto velk® mnoģstv² mikroklkŢ, kter® vĨznamnŊ 

zvŊtġuj² plochu pro intenzivnŊjġ² vĨmŊnu l§tek mezi krv² a hepatocyty. Hepatocyty 

obsahuj² j§dro, kter® obklopuje cytoplazma s ļetnĨmi ribozomy, endoplazmatickĨmi 

retikuly, Golgiho apar§tem, mitochondriemi, ale tak® lysozomy a peroxizomy. Povrch 

hepatocytu tvoŚ² bunŊļn§ membr§na, kterou lze rozdŊlit na dvŊ morfologicky a funkļnŊ 

odliġn® ļ§sti (Kuntz E. and Kuntz H.-D., 2008b). PŚibliģnŊ 85 % celkov®ho povrchu jatern² 

buŔky pŚedstavuje sinusoid§ln² (bazolater§ln²) membr§na s absorpļn² a sekreļn² funkc². 

Je pŚivr§cen§ do Disseho prostoru a zajiġŠuje pŚ²mĨ kontakt mezi hepatocyty a krv² 

jatern²ch sinusoid (pŚes fenestrace endotelovĨch sinusoid§ln²ch bunŊk a Disseho prostory).  

V jatern²ch sinusoidech vznik§ koncentraļn² gradient, po smŊru kter®ho se l§tky dost§vaj² 

do hepatocytŢ pŚes jejich bazolater§ln² membr§nu. U l§tek s vyġġ² rozpustnost² v tuc²ch 
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a menġ² molekulou je tento proces realizov§n zejm®na pasivn² dif¼z², zat²mco u l§tek 

s vŊtġ² molekulou, nebo l§tek pol§rn²ch je zprostŚedkov§n prostŚednictv²m transportn²ho 

proteinu. Kanalikul§rn² (apik§ln²) membr§na tvoŚ² 15 % celkov®ho povrchu hepatocytu. 

PŚedstavuje exkreļn² p·l hepatocytu a vytv§Ś² lem ģluļov®ho kan§lku. Exkrece do ģluļi 

prob²h§ v tomto m²stŊ proti vysok®mu koncentraļn²mu gradientu.  

 

 

Obr. 4. BunŊļn§ komunikace v hepatocytech. ĂGap-junctionsñ usnadŔuj² intercelul§rn² komunikaci 

(napŚ. pŚes dif¼zi sekund§rn²ch poslŢ, modr® ġipky), Ătight junctionsñ uzav²raj² kanalikul§rn² lumen a 

br§n² tak n§vratu sloģek ģluļi do plazmy. Kanalikul§rn² ģluļ vznik§ osmotickou filtrac² vody a malĨch 

elektrolytŢ (ļerven® ġipky) pŚes hepatocyty a tŊsn® spoje jako odpovŊŅ na osmotickĨ gradient 

vytvoŚenĨ aktivn²mi transportn²mi syst®my. Perikanalikul§rn² s²Š aktinïmyosin zprostŚedkov§v§ 

kanalikul§rn² kontrakce, kter® usnadŔuj² tok ģluļe z pericentr§ln²ho do periport§ln²ho regionu. 

Transcelul§rn² na mikrotubulech z§vislĨ vezikul§rn² transport zajiġŠuje pŚenos makromolekul a 

rozpuġtŊnĨch l§tek (ļern§ ġipka). PŚevzato a upraveno z Trauner, et al. (1998). 

Hranice mezi bazolater§ln² a kanalikul§rn² membr§nou tvoŚ² mezibunŊļn® spoje 

typu Ătight -junctionsñ (tŊsn® spoje), kter® uzav²raj² kanalikul§rn² lumen a br§n² tak 

n§vratu sloģek ģluļi do plazmy (Kuntz E. and Kuntz H.-D., 2008b;Ġv²glerov§ J. and 

Slav²kov§ J., 2008;Trauner, et al., 1998). Hepatocyty d§le obsahuj² Ăgap-junctionsñ, kter® 

usnadŔuj² intercelul§rn² komunikaci (napŚ. skrze dif¼zi sekund§rn²ch poslŢ, ġ²Śen² akļn²ho 

potenci§lu). Oba typy spojen² hepatocytŢ vytv§Śej² tzv. hematobili§rn² bari®ru, kter§ 

spoleļnŊ s transportn²mi procesy v hepatocytech Ś²d² tvorbu ģluļe. Je prok§z§no, ģe tŊsn® 

spoje reguluj² pohyb iontŢ, vody a rozpuġtŊnĨch l§tek paracelul§rn²mi prostory mezi 

hepatocyty, a proto pŚi jak®mkoliv transportu l®ļiv do ģluļe je nutno souļasnŊ uv§ģit i 

funkļnost dan® bari®ry. Pro zachov§n² struktur§ln² a funkļn² integrity hematobili§rn² 

bari®ry je dŢleģit§ perikanalikul§rn² s²Š aktinïmyosin, kter§ zprostŚedkov§v§ kanalikul§rn² 

kontrakce a usnadŔuje tok ģluļe z pericentr§ln²ho do periport§ln²ho regionu. PŚenos 
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makromolekul a rozpuġtŊnĨch l§tek je v hepatocytech zprostŚedkov§n transcelul§rn² cestou 

(Obr. 4) (Crawford, 1996;Trauner, et al., 1998). 

1.2. Funkce jater 

Mezi z§kladn² funkce jater patŚ² metabolizmus sacharidŢ, lipidŢ a proteinŢ, tvorba 

a sekrece ģluļi, imunitn², endokrinn² a z§sobn² funkce, detoxikace a exkrece l§tek, synt®za 

hemokoagulaļn²ch faktorŢ, tvorba a z§nik ļervenĨch krvinek. SouļasnŊ jsou j§tra tak® 

krevn²m rezervo§rem, jelikoģ jatern² c®vy obsahuj² pŚibliģnŊ 450 ml krve. 

1.2.1. PŚehled z§kladn²ch funkc² jater 

Metabolizmus sacharidŢ. J§tra jsou vĨznamnĨm org§nem regulace metabolizmu 

sacharidŢ. Udrģuj² plazmatickou koncentraci gluk·zy ve fyziologickĨch mez²ch. V pŚ²padŊ 

potŚeby jsou schopna vychyt§vat aģ 87 % gluk·zy dodan® port§ln² krv². Pro udrģen² 

gluk·zov® homeost§zy zajiġŠuj²:  

Á glukoneogenezi, 

Á glykolĨzu, 

Á skladov§n² glykogenu, 

Á glykogenezi, 

Á glykogenolĨzu (Graham, 2009;Raddatz and Ramadori, 2007;Voet D. and Voetov§ 

J.G., 1995). 

Metabolizmus lipidŢ. V metabolizmu lipidŢ zast§vaj² j§tra rŢzn® funkce: 

Á vychyt§v§n², ɓ-oxidace a pŚemŊna volnĨch mastnĨch kyselin, 

Á synt®za ketol§tek jako zdroje energie pŚi hypoglyk®mii, 

Á synt®za plazmatickĨch lipoproteinŢ, 

Á pŚemŊna lipoproteinŢ, 

Á katabolizmus LDL (Ălow density lipoproteinñ), VLDL (Ăvery low density 

lipoproteinñ) a chylomikronovĨch zbytkŢ, 

Á synt®za a odbour§v§n² cholesterolu, 

Á liponeogeneze (Canbay, et al., 2007;Voet D. and Voetov§ J.G., 1995). 

Metabolizmus aminokyselin a proteinŢ. Aminokyseliny jsou distribuov§ny do svalŢ 

(80 %), jater (15 %) a plazmy (5 %). Pod²l volnĨch aminokyselin je pouze 0,5 %. V j§trech 

doch§z² k degradaci vġech esenci§ln²ch aminokyselin kromŊ leucinu, izoleucinu a valinu, 

kter® jsou rozkl§d§ny ve svalech. V j§trech prob²h§: 

Á deaminace aminokyselin, 
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Á tvorba moļoviny z CO2 a dvou molekul amoniaku vznikl®ho pŚi deaminaci 

aminokyselin, 

Á vz§jemn§ pŚemŊna aminokyselin, 

Á tvorba plazmatickĨch b²lkovin vyjma imunoglobulinŢ, synt®za transportn²ch 

proteinŢ ï albumin, ceruloplasmin, haptoglobin, globulin v§zaj²c² tyroxin, globulin 

v§zaj²c² retinol, transkobalamin, transferin aj. (Kuntz E. and Kuntz H.-D., 

2008a;Voet D. and Voetov§ J.G., 1995). 

Metabolizmus ģluļovĨch kyselin. Prim§rn² ģluļov® kyseliny (kyselina cholov§ 

a chenodeoxycholov§) vznikaj² v hepatocytech jako degradaļn² produkty cholesterolu 

ļinnost² mikrozom§ln²ch, peroxizom§ln²ch a mitochondri§ln²ch enzymŢ. Zde jsou 

konjugov§ny s taurinem a glycinem. Ļinnost² anaerobn²ch mikroorganizmŢ v ileus, caecus 

a colon jsou prim§rn² ģluļov® kyseliny konvertov§ny na sekund§rn² ģluļov® kyseliny 

(kyselina deoxycholov§, lithocholov§ a ketolithocholov§). N§slednŊ je kyselina 

lithocholov§ enzymaticky konvertov§na na kyselinu sulfolithocholovou v j§trech 

a kyselina ketolithocholov§ je pŚemŊnŊna na kyselinu ursodeoxycholovou v j§trech i ve 

stŚevŊ. VŊtġina ģluļovĨch kyselin podl®h§ enterohepat§ln² cirkulaci (cca 90 % 

secernovanĨch kyselin do ģluļe). Pouze mal§ ļ§st tŊchto kyselin se nevstŚeb§v§ ve stŚevŊ 

a je vylouļena z organizmu stolic² (Hofmann, 1990;Kuntz E. and Kuntz H.-D., 2008a;Voet 

D. and Voetov§ J.G., 1995). 

Metabolizmus bilirubinu. Bilirubin vznik§ degradac² hemu z rozpadlĨch 

erytrocytŢ v j§trech (hepatocyty, Kupfferovy buŔky), slezinŊ, ledvin§ch a kostn² dŚeni. 

Jedn§ se o nepol§rn², ve vodŊ nerozpustnou, lipofiln² l§tku, kter§ je pro organizmus 

potenci§lnŊ toxick§ (Mareġ J., 2003). Ve vazbŊ na plazmatickĨ albumin je transportov§n 

pŚes sinusoid§ln² membr§nu do hepatocytŢ prostŚednictv²m Na
+
-z§visl®ho transportn²ho 

proteinu NTCP (ĂNa
+
-taurocholate cotransporting polypeptideñ) a Na

+
-nez§vislĨch 

transport®rŢ z rodiny OATP ("Organic anion transporting polypeptide"). V hladk®m 

endoplazmatick®m retikulu hepatocytu doch§z² k jeho konjugaci s kyselinou glukuronovou 

za ¼ļasti enzymu glukuronyltransfer§zy. N§slednŊ vznik§ ve vodŊ rozpustnĨ 

bilirubindiglukuronid, kterĨ je vyluļov§n nadrodinou MRP (ĂMultidrug resistance-

associated proteinñ) transport®rŢ pŚes kanalikul§rn² membr§nu hepatocytŢ do ģluļe 

(Konr§dov§ V., et al., 2000).  

Metabolizmus porfyrinu.  Porfyriny jsou prostetickou skupinou hemoproteinŢ, 

kter® zahrnuj² napŚ. hemoglobin, myoglobin, cytochromy, oxygen§zy, katal§zy aj. 

K synt®ze hemu doch§z² pŚedevġ²m v kostn² dŚeni (80ï85 %) a v j§trech (15 %), pŚiļemģ 
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dvŊ tŚetiny hemu vytvoŚen®ho v mitochondri²ch jater jsou vyuģity pro tvorbu cytochromu 

P450 (Kuntz E. and Kuntz H.-D., 2008a).  

Endokrinn² funkce. J§tra pŚisp²vaj² k udrģen² hormon§ln² homeost§zy, ale na 

druhou stranu jsou jimi i ovlivŔov§ny. Mezi tyto hormony patŚ² inzulin, glukagon, 

katecholaminy, glukokortikoidy, androgeny, estrogeny a progesteron. J§tra mimo jin® 

zasahuj² tak® do metabolizmu vitaminu D prostŚednict²m hydroxylace cholekalciferolu 

(vitamin D3).  

Z§sobn² funkce. J§tra jsou rezervo§rem vitaminu A, D a B12, iontŢ mŊdi a ģeleza, 

kter® se vyskytuje ve formŊ feritinu a hemosiderinu (Kuntz E. and Kuntz H.-D., 

2008a;Ġv²glerov§ J. and Slav²kov§ J., 2008). 

1.2.2. Eliminace l®ļiv v j§trech 

J§tra jsou centr§ln²m org§nem zajiġŠuj²c²m metabolizmus endogenn²ch l§tek (napŚ. 

ģluļovĨch kyselin, bilirubinu) a xenobiotik (alkoholu, l®ļiv, toxinŢ aj.), tak i jejich 

n§slednou exkreci do ģluļe. Tomu odpov²d§ bohat§ enzymov§ vĨbava a pŚ²tomnost 

ġirok®ho spektra transportn²ch proteinŢ. Jednotliv® dŊje prob²haj² v kask§dŊ: vychyt§v§n² 

do jater ï metabolizmus ï eflux z jater (Funk, 2008). L§tky jsou do jater pŚiv§dŊny 

pŚedevġ²m prostŚednictv²m port§ln² cirkulace, kter§ tvoŚ² cca 60ï70 % krevn²ho z§soben² 

tohoto org§nu.  

PŚi dif¼zi, resp. transportu v intracelul§rn²m prostoru se dost§vaj² l§tky do kontaktu 

s enzymovĨmi syst®my, kter® se uj²maj² jejich biotransformace na dan® metabolit/y. Jatern² 

metabolizmus prob²h§ ve dvou f§z²ch.  

Á F§ze I je zaloģena na ŚadŊ reakc² (oxidace, redukce, hydrolĨza), jej²ģ podstatou je 

mal§ zmŊna ve struktuŚe molekuly l®ļiva (dealkylace, hydroxylace, oxidace, 

deaminace, hydrolĨza). Đļelem tŊchto reakc² je zvĨġen² hydrofility l§tek nebo 

odhalen² nukleofiln²ch skupin (-OH, -NH2, -SH, -COOH) pro n§sledn® konjugaļn² 

dŊje. Z§kladn²m enzymovĨm syst®mem t®to f§ze jsou isoformy cytochromu P450. 

Na I. f§zi biotransformace l®ļiv se mohou pod²let tak® napŚ. ester§zy (napŚ. 

pseudocholinester§za), oxid§zy (napŚ. xantinoxid§za), nebo redukt§zy (napŚ. epoxid 

redukt§za).  

Á F§ze II spoļ²v§ v konjugaci mateŚsk® l§tky nebo jej²ho metabolitu s produkty 

intermedi§rn²ho metabolizmu: kyselinou glukuronovou, glutathionem, s²ranovĨm 

aniontem, kyselinou octovou, nebo nŊkterĨmi aminokyselinami (glycinem, 

glutaminem). Tomu odpov²d§ bohat§ enzymov§ vĨbava, pŚedevġ²m vysokĨ obsah 
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UGT (UDP-glukuronosyltransfer§zy), GST (glutathion-S-transfer§zy), SULT 

(sulfotransfer§zy) a NAT (N-acethyltransfer§zy) v j§trech (Evans and Relling, 

1999;Strolin and Baltes, 2003;Zamek-Gliszczynski, et al., 2006).  

N§slednŊ opouġt² l®ļivo, popŚ. jeho metabolity hepatocyty buŅ prostŚednictv²m 

zpŊtn®ho transportu do krve, kterĨ prob²h§ po smŊru koncentraļn²ho gradientu, nebo je 

vyluļov§no do ģluļe vŊtġinou proti koncentraļn²mu gradientu. Tento proces je uskuteļnŊn 

prostŚednictv²m jednosmŊrnĨch, ABC transport®rŢ (ĂATP binding cassette proteinsñ), 

kter® jsou lokalizov§ny na kanalikul§rn² membr§nŊ a jejichģ funkce je z§visl§ na dod§vce 

energie ve formŊ ATP (Funk, 2008).  

2. Transport l®ļiv v j§trech 

J§tra se pod²lej² na metabolizmu a/nebo exkreci mnoha endogenn²ch a exogenn²ch 

l§tek. Lipofiln² molekuly se mohou pohybovat z plazmy do jatern²ho cytosolu prostou 

nebo facilitovanou dif¼z². řada pol§rn²ch organickĨch l§tek stejnŊ jako lipofiln²ch molekul 

je nicm®nŊ transportov§na prostŚednictv²m transportn²ch proteinŢ lokalizovanĨch na 

bazolater§ln² membr§nŊ hepatocytŢ. Do tohoto procesu se zapojuj² pŚedevġ²m transport®ry 

ze skupiny SLC (Obr. 5). JednosmŊrn® nebo obousmŊrn® bazolater§ln² transportn² syst®my 

pŚen§ġ² sv® substr§ty z jatern²ho cytosolu do krve, zat²mco kanalikul§rn² transportn² 

syst®my zajiġŠuj² bili§rn² exkreci endogenn²ch l§tek, l®ļiv a jejich metabolitŢ. Zde se 

uplatŔuj² pŚedevġ²m ABC transport®ry, kter® exportuj² sv® substr§ty do ģluļe proti 

koncentraļn²mu gradientu, ļ²mģ sniģuj² koncentraci svĨch substr§tŢ v hepatocytu 

a pŚipravuj² koncentraļn² gradient na bazolater§ln² membr§nŊ (Faber, et al., 2003). ABC 

transport®ry lokalizovan® na bazolater§ln² membr§nŊ hepatocytŢ (MRP1, MRP3ï6 - 

ĂMultidrug resistance-associated protein 1, 3ï6ñ) zvyġuj² svoji expresi bŊhem rŢznĨch 

jatern²ch onemocnŊn² (napŚ. pŚi cholest§ze) a vedou ke zvĨġen®mu exportu l§tek 

z hepatocytŢ do krve, ļ²mģ jednak chr§n² hepatocyty pŚed toxickĨm vlivem kumuluj²c²ch 

se l§tek a jednak pŚisp²vaj² k pŚesmŊŚov§n² sn²ģen® jatern² exkrece na exkreci ren§ln² 

(Trauner and Boyer, 2003). 
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Obr. 5. Transportn² proteiny na membr§n§ch hepatocytŢ. L®ļiva jsou vychyt§v§na do hepatocytŢ 

NTCP (ĂNa+-taurocholate cotransporting polypeptideñ) transport®rem a skupinou OATP (ĂOrganic 

anion transporting polypeptideñ) transport®rŢ na bazolater§ln² membr§nŊ hepatocytu. OAT2 zajiġŠuje 

vychyt§v§n² l§tek charakteru organickĨch aniontŢ a OCT1 l§tek charakteru organickĨch kationtŢ 

s menġ² molekulou. Transport do ģluļe je zprostŚedkov§n kanalikul§rn²m BSEP (ĂBile salt export 

pumpñ), MRP2 (ĂMultidrug resistance-associated protein 2ñ) a BCRP (ĂBreast cancer resistance 

proteinñ) proteinem. MDR3 (ĂMultidrug resistance protein 3ñ) pŚen§ġ² fosfatidylcholin, kterĨ vytv§Ś² ve 

ģluļi sm²ġen® micely spoleļnŊ se ģluļovĨmi kyselinami a cholesterolem. MDR1 (ĂMultidrug resistance 

protein 1ñ) transportuje l®ļiva charakteru organickĨch kationtŢ. MRP1, MRP3, MRP4, MRP5 a MRP6 

(ĂMultidrug resistance-associated protein 1, 3, 4, 5 a 6ñ) a OSTŬ/ɓ (ĂOrganic solute transporter Ŭ/ɓñ) 

lokalizovan® na bazolater§ln² membr§nŊ hepatocytu pŚedstavuj² alternativn² cestu exkrece ģluļovĨch 

kyselin a dalġ²ch l§tek charakteru organickĨch aniontŢ do syst®mov® cirkulace. PŚevzato a upraveno 

ze Zollner a Trauner (2006). 

 

2.1. Bazolater§ln² transportn² proteiny 

Transportn² syst®my lokalizovan® na bazolater§ln² (sinusoid§ln²) membr§nŊ 

hepatocytŢ slouģ² pro obousmŊrnĨ pohyb l®ļiv mezi krv² a hepatocyty. PŚehled 

bazolater§ln²ch transport®rŢ a seznam jejich z§kladn²ch substr§tŢ zn§zorŔuje Tab. 1. 

2.1.1. NTCP 

NTCP (ĂNa
+
-taurocholate cotransporting polypeptideñ; Slc10A1) je bazolater§ln² 

transport®r, kterĨ pŚen§ġ² z port§ln² krve konjugovan® ģluļov® kyseliny a s niģġ² afinitou 

i nekonjugovan®. Hnac² silou je kotransport Na
+
 s taurochol§tem v pomŊru 2:1 (Meier, et 

al., 1997). Substr§ty pro NTCP jsou pŚedevġ²m ģluļov® kyseliny, avġak jeho vĨznam pro 

kinetiku l®ļiv je malĨ. 



Đvod 

 

 

 

17 

2.1.2. OATP 

OATP (ĂOrganic anion transporting polypeptideñ; SLCO1A) pŚenaġeļe 

reprezentuje rodina proteinŢ s vĨznamnou ¼lohou pro transport l®ļiv. Funkce tŊchto 

transport®rŢ je nez§visl§ na pŚ²tomnosti Na
+
. Tyto proteiny zprostŚedkov§vaj² obousmŊrnĨ 

transport l§tek, kdy hnac² silou mŢģe bĨt protitransport bikarbon§tu, glutathionu a/nebo 

glutathion-S-konjug§tu (Hagenbuch and Meier, 2004;Li, et al., 2000). Do souļasnosti bylo 

identifikov§no v²ce neģ 50 ļlenŢ t®to skupiny, z kterĨch je exprimov§no u ļlovŊka 11. 

Mezi nejdŢleģitŊjġ² z§stupce t®to rodiny transport®rŢ patŚ² OATP1A2 (SLCO1A2), 

OATP1B1 (SLCO1B1), OATP1B3 (SLCO1B3) a OATP2B1 (SLCO2B1). OATP1B1 je 

hlavn²m transportn²m proteinem pro vychyt§v§n² l®ļiv v j§trech. Vġechny vĨġe zm²nŊn® 

transport®ry kromŊ OATP2B1 se ¼ļastn² pŚenosu ģluļovĨch kyselin do hepatocytŢ 

(Kullak-Ublick, et al., 2001). Substr§tov§ specifita tŊchto transport®rŢ je ġirok§ a kromŊ 

spektra organickĨch aniontŢ zahrnuje i l§tky bazick® povahy s vŊtġ² molekulou (kationty 

II. typu, napŚ. chinidin) a neutr§ln² steroidy ï Tab. 1 (Hagenbuch and Gui, 2008). 

2.1.3. OAT 

Rodina SLC22A (ĂOrganic anion transporterñ) zahrnuje transport®ry, kter® byly 

poprv® klonov§ny v ledvin§ch. OAT1 (SLC22A6) a OAT3 (SLC22A8) jsou velmi dŢleģit® 

pro transport l®ļiv v buŔk§ch proxim§ln²ch ledvinnĨch tubulŢ. Hraj² vĨznamnou roli 

v exkreci cel® Śady endogenn²ch l§tek i l®ļiv, napŚ. nesteroidn²ch protiz§nŊtlivĨch l§tek, 

urikosurik a diuretik (Koepsell and Endou, 2004). V j§trech je lokalizov§n pŚedevġ²m 

OAT2 transportn² protein (SLC22A7) (van Montfoort, et al., 2003;Zair, et al., 2008). Tyto 

transport®ry jsou schopn® pŚemisŠovat organick® anionty obŊma smŊry. 

2.1.4. OCT 

Skupina OCT (ĂOrganic cation transporterñ; SLC22A) transport®rŢ 

zprostŚedkov§v§ obousmŊrnĨ pŚenos organickĨch kationtŢ s menġ² molekulou. Hnac² silou 

transportu OCT je v tomto pŚ²padŊ pouze elektrochemickĨ gradient pŚen§ġen®ho kationtu. 

Hlavn²m z§stupcem t®to skupiny transport®rŢ v lidskĨch j§trech je OCT1 (SLC22A1). 

OCT2 (SLC22A2) je exprimov§n v ledvin§ch a OAT3 (SLC22A3) je rozġ²Śen i v jinĨch 

tk§n²ch (Koepsell, et al., 2003). 

2.1.5. MRP1, MRP3ï6 

Tyto transport®ry (MRP1, MRP3, MRP4, MRP5 a MRP6) z ABCC podrodiny jsou 
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lokalizov§ny na bazolater§ln² membr§nŊ hepatocytŢ a jejich hlavn² ¼lohou je eflux 

endogenn²ch l§tek a xenobiotik z hepatocytŢ zpŊt do krve. MRP1 (ĂMultidrug resistance-

associated protein 1ñ; ABCC1) je v lidskĨch hepatocytech uchov§v§n pŚev§ģnŊ 

v intracelul§rn²ch vezikulech a vyģaduje, aby l§tky, jeģ jsou jeho substr§ty, byly ve formŊ 

konjug§tŢ s glutathionem, kyselinou glukuronovou nebo s²rovou (Jedlitschky, et al., 1997). 

Exprese MRP3 (ĂMultidrug resistance-associated protein 3ñ; ABCC3) a MRP4 

(ĂMultidrug resistance-associated protein 4ñ; ABCC4) je za norm§ln²ch podm²nek n²zk§ 

a stoup§ pŚi cholest§ze, resp. deficitu MRP2. Jejich zvĨġen§ exprese a n§slednŊ zvĨġenĨ 

eflux substr§tŢ zpŊt do krve pŚedstavuje kompenzaļn² mechanizmus poġkozen® bili§rn² 

exkrece intracelul§rnŊ se kumuluj²c²ch l§tek typu ģluļovĨch kyselin a konjugovan®ho 

bilirubinu (Zollner and Trauner, 2008). MRP4 a MRP5 (ĂMultidrug resistance-associated 

protein 5ñ; ABCC5) maj² schopnost transportovat cyklick® nukleotidy cAMP (cyklickĨ 

adenosin-3ó,5ó-monofosf§t) a cGMP (cyklickĨ guanosin-3ó,5ó-monofosf§t) (Reid, et al., 

2003). Mrp6 (ĂMultidrug resistance-associated protein 6ñ; Abcc6) je exprimov§n na 

bazolater§ln² i kanalikul§rn² membr§nŊ potkan²ch hepatocytŢ. Jeho role v jatern² exkreci 

l®ļiv se zd§ bĨt minoritn², jelikoģ netransportuje l§tky charakteru aniontŢ (Madon, et al., 

2000). Aļkoli byly u lid² detekov§ny vysok® hladiny MRP6 mRNA v j§trech a ledvin§ch, 

jeho role pro transport l®ļiv zŢst§v§ neobjasnŊn§ (Kool, et al., 1999).  

2.1.6. OSTŬ/ɓ 

OSTŬ/ɓ (ĂOrganic solute transporter Ŭ/ɓñ) jsou transport®ry exprimovan® kromŊ 

jater tak® v ileu a ledvin§ch. Jejich ¼lohou je pŚen§ġet ģluļov® kyseliny, steroidy a dalġ² 

organick® l§tky pŚes bazolater§ln² membr§nu epiteli§ln²ch bunŊk tŊchto org§nŢ. 

V cholangiocytech a buŔk§ch proxim§ln²ch tubulŢ ledvin podporuj² funkci ASBT (ĂApical 

sodium-dependent bile salt transporterñ) transport®ru, hlavn²ho proteinu pro reabsorpci 

ģluļovĨch kyselin z tŊchto bunŊk (Boyer, et al., 2006).  
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Tab. 1. Bazolater§ln² l®kov® transportn² proteiny hepatocytŢ. T3 ï trijodtyronin, T4 ï tyroxin, LTC4 ï 

leukotrien C4, cAMP - cyklickĨ adenosin-3ó,5ó-monofosf§t, cGMP - cyklickĨ guanosin-3ó,5ó-

monofosf§t, BQ-123 - [cyklo {D-Trp-D-Asp-L-Pro-D-Val-L-Leu}]  

Symbol genu Protein Substr§ty 

SLCO1A1 NTCP ģluļov® kyseliny, estron-3-sulf§t, sulindak, rosuvastatin 

SLCO1A2 OATP1A2 
ģluļov® kyseliny, estron-3-sulf§t, T3, T4, fexofenadin, 

oubain, chinin 

SLCO1B1 OATP1B1 
ģluļov® kyseliny, bilirubin, estron-3-sulf§t, T3, T4, ouabain, 

statiny, sartany, rifampicin 

SLCO1B3 OATP1B3 

ģluļov® kyseliny, bilirubin, estron-3-sulf§t, LTC4, T3, T4, 

digoxin, rifampicin, metotrex§t, fluvastatin, valsartan, 

olmesartan, digoxin 

SLCO2B1 OATP2B1 
estron-3-sulf§t, benzylpenicilin, pravastatin, fluvastatin, 

digoxin 

SLC22A7 OAT2 
prostaglandiny, p-aminohipur§t, salicyl§ty, tetracykliny, 

zidovudin 

SLC22A1 OCT1 
acetylcholin, kortikosteron, progesteron, metformin, 

chinidin, verapamil, acyklovir, ritonavir, ranitidin 

ABCC1 MRP1 daunorubicin, doxorubicin, etoposid, vinkristin 

ABCC3 MRP3 sulfatovan® ģluļov® kyseliny, metotrex§t 

ABCC4 MRP4 konjugovan® ģluļov® kyseliny, cAMP, cGMP, metotrex§t 

ABCC5 MRP5 cAMP, cGMP 

ABCC6 MRP6 BQ-123 

OSTŬ/ɓ OSTŬ/ɓ 
ģluļov® kyseliny, estron-3-sulf§t, prostaglandin E2, 

digoxin 

 

2.2. Kanalikul§rn² transportn² proteiny 

Transportn² syst®my lokalizovan® na kanalikul§rn² (apik§ln²) membr§nŊ hepatocytŢ 

slouģ² pro eflux (exkreci) endogenn²ch l§tek a xenobiotik z hepatocytŢ do ģluļe. PŚehled 

kanalikul§rn²ch transport®rŢ a seznam jejich z§kladn²ch substr§tŢ sumarizuje Tab. 2. 

2.2.1. MRP2 

MRP2 (ĂMultidrug resistance-associated protein 2ñ; ABCC2) je z nejvŊtġ² ġ²Śe 

studovanĨ apik§ln² transport®r z rodiny MRP transport®rŢ, kterĨ pŚen§ġ² l§tky typu 

organickĨch aniontŢ, jako jsou soli ģluļovĨch kyselin, konjug§ty s glutathionem, 

glukuronidem a sulf§tov® konjug§ty, ale i nekonjugovan§ l®ļiva (napŚ. metotrex§t, 

pravastatin, azitromycin) (Fuksa L, et al., 2006;Jedlitschky, et al., 2006;Nies and Keppler, 



Đvod 

 

 

 

20 

2007). V j§trech MRP2 zajiġŠuje jeden ze z§kladn²ch mechanizmŢ tvorby ģluļe, kter§ je 

nez§visl§ na sekreci osmoticky aktivn²ch sol² ģluļovĨch kyselin. VĨznam t®to funkce byl 

dokumentov§n vĨraznĨm sn²ģen²m tvorby ģluļe u Mrp2 deficitn²ch potkanŢ (Ito, et al., 

1997;Paulusma, et al., 1996). U ļlovŊka byl pops§n geneticky podm²nŊnĨ deficit MRP2, 

kterĨ se projevuje konjugovanou hyperbilirubin®mi² oznaļovanou jako Dubin-JohnsonŢv 

syndrom (Konig, et al., 1999). U tŊchto pacientŢ se zvyġuj² hladiny MRP3 proteinu jako 

kompenzaļn² mechanizmus na nedostateļnou bili§rn² exkreci organickĨch aniontŢ 

(Trauner, et al., 1999;Zollner and Trauner, 2006).  

2.2.2. MDR1 

P-gp (P-glykoprotein; ABCB1) je vŢbec prvn²m objevenĨm l®kovĨm transport®rem 

(Juliano and Ling, 1976) a je sledov§n pŚedevġ²m pro souvislost s mnohoļetnou l®kovou 

rezistenc² n§dorŢ vŢļi chemoterapeutikŢm ï napŚ. paklitaxelu, antracyklinŢm, vinkristinu 

a vinblastinu. P-gp transportuje prim§rnŊ hydrofobn² kationty, avġak dok§ģe s n²zkou 

efektivitou transportovat anionty se silnĨm n§bojem ï napŚ. metotrex§t (Chan, et al., 

2004). Jelikoģ je P-gp lokalizov§n na kanalikul§rn²ch membr§n§ch bunŊk tk§n² s exkreļn² 

funkc² (hepatocyty, enterocyty, buŔky proxim§ln²ch tubulŢ ledvin), resp. bari®rovou funkc² 

(placenta, hematoencefalick§ a testikul§rn² bari®ra), m§ vĨznamnou roli ve 

farmakokinetice Śady l®ļiv, kter§ jsou jeho substr§tem. KromŊ n§dorov® rezistence tak 

hraje kl²ļovou roli v obranŊ organizmu pŚed ¼ļinkem xenobiotik. V hepatocytech 

a buŔk§ch proxim§ln²ch tubulŢ ledvin napom§h§ exkreci svĨch substr§tŢ, ve sliznici 

tenk®ho stŚeva br§n² vstŚeb§v§n² toxinŢ/l®ļiv a omezuje distribuci xenobiotik do vit§lnŊ 

dŢleģitĨch a citlivĨch org§nŢ a tk§n² (napŚ. mozku, varlat, plodu).  

2.2.3. MDR3 

MDR3 (ABCB4) slouģ² pŚedevġ²m jako transport®r fosfolipidŢ (napŚ. 

fosfatidylcholinu) do ģluļe, ļ²mģ doch§z² k vytv§Śen² micel a n§slednŊ k ochranŊ pŚed 

ġkodlivĨm detergentn²m pŢsoben²m ģluļovĨch kyselin na okoln² tk§Ŕ. VĨznam MDR3 

v eliminaci l®ļiv je minoritn², nicm®nŊ s n²zkou afinitou je schopen transportovat nŊkter® 

kationty typu digoxinu, paklitaxelu nebo vinblastinu (Smith, et al., 2000).  

2.2.4. BSEP 

BSEP (ABCB11) je hlavn² kanalikul§rn² transport®r pro exkreci konjugovanĨch 

a nekonjugovanĨch ģluļovĨch kyselin z hepatocytu do ģluļe, ļ²mģ se st§v§ prim§rnŊ 
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zodpovŊdnĨm za samotnou tvorbu ģluļe a svoj² funkc² pŚ²mo navazuje na ļinnost 

bazolater§lnŊ lokalizovan®ho NTCP (Byrne, et al., 2002). Porucha exprese nebo inhibice 

jeho funkce je jedn²m ze z§kladn²ch mechanizmŢ intrahepat§ln² cholest§zy, coģ je u lid² 

spojeno s vĨskytem progresivn² famili§rn² intrahepat§ln² cholest§zy 2. typu (PFIC2). 

U tŊchto pacientŢ jsou koncentrace ģluļovĨch kyselin ve ģluļi < 1 % oproti norm§ln²m 

hladin§m v dŢsledku genov® mutace ABCB11 a deficitu, resp. absence BSEP na 

kanalikul§rn² membr§nŊ hepatocytu. NŊkter®, jinak klinicky nevĨznamn®, mutace BSEP 

vytv§Śej² predispozici ke vzniku cholestatick® ģloutenky v tŊhotenstv² (Byrne, et al., 2009). 

Aļkoli tento protein nem§ kl²ļovou roli v jatern² exkreci xenobiotik, mŢģe m²t vĨznamnĨ 

vliv na Śadu l®kovĨch interakc² a n§slednou hepatotoxicitu.  

2.2.5. BCRP 

BCRP (ĂBreast cancer resistance proteinñ) je transport®r pŢvodnŊ identifikovanĨ 

v n§dorovĨch buŔk§ch. Tento protein dimerizuje v plazmatick® membr§nŊ 

a zprostŚedkov§v§ n§dorovou rezistenci k l®ļivŢm jako mitoxantron, doxorubicin, 

daunorubicin, irinotekan aj. (Staud and Pavek, 2005). BCRP je lokalizov§n v mnoha 

tk§n²ch: placenta, tenk® a tlust® stŚevo, hepatocyty, ģiln² a kapil§rn² endotel (Maliepaard, et 

al., 2001). V hepatocytech je lokalizov§n na kanalikul§rn² membr§nŊ a slouģ² zde jako 

efluxn² cesta pro Śadu steroidŢ, xenobiotik a jejich konjugovanĨch metabolitŢ (sulf§tŢ 

a glukuronidŢ) (Enokizono, et al., 2007;Zamek-Gliszczynski, et al., 2006).  

Tab. 2. Kanalikul§rn² l®kov® transportn² proteiny hepatocytŢ. LTC4 ï leukotrien C4 

Symbol genu Protein Substr§ty  

ABCC2 MRP2 

bilirubin, cisplatina, doxorubicin, indinavir, indometacin, 

glibenklamid, LTC4, metotrex§t, pravastatin, vŊtġina l®ļiv a jejich 

metabolity konjugovan® s kyselinou glukuronovou a glutathionem 

ABCB1 MDR1 
antracykliny, digoxin, fexofenadin, imunosupresiva, losartan, 

rhodamin 123, steroidn² hormony, takrolimus, verapamil, aj. 

ABCB4 MDR3 fosfolipidy 

ABCB11 BSEP 
konjugovan® a nekonjugovan® ģluļov® kyseliny, pravastatin, 

sulindak 

ABCG2 BCRP 
daunorubicin, doxorubicin, estron-3-sulf§t, irinotekan, kyselina 

listov§, mitoxantron, topotekan aj. 
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3. Cholest§za a jatern² transportn² syst®my pro l®ļiva 

Cholest§za (z Śeck®ho chole, ģluļ a stasis, st§za, zastaven²) je porucha vyluļov§n² 

ģluļi do stŚeva na rŢznĨch ¼rovn²ch hepatobili§rn²ho syst®mu. Je-li pŚek§ģka ve velkĨch 

ģluļovodech, tzv. extrahepat§ln² cholest§za, doch§z² k rozġ²Śen² bili§rn²ho traktu nad 

pŚek§ģkou. Vyskytuje se pŚedevġ²m u choleliti§zy, tumorŢ pankreatu, cholangiogenn²ch 

tumorŢ obturuj²c²ch termin§ln² ļ§st ģluļovodu, sten·z a tumorŢ Vaterovy papily (VaŔ§sek 

T., 2007). Pokud je pŚ²ļina cholest§zy uvnitŚ jater, tzv. intrahepat§ln² cholest§za, nejsou 

ģluļovody dilatov§ny. PŚ²ļina intrahepat§ln² cholest§zy mŢģe bĨt jak v intrahepat§ln²ch 

ģluļovodech (napŚ. prim§rn² bili§rn² cirh·za), tak v hepatocytech (napŚ. akutn² virov§ 

hepatitida s cholestatickĨmi rysy) (Boyer, 2007;Rodriguez-Garay, 2003). Akutn² 

intrahepat§ln² cholest§za prov§z² virov® hepatitidy, pol®kov§ a toxick§ poġkozen² jater, 

alkoholick® onemocnŊn² jater a tŊhotenskĨ ikterus. Chronick§ intrahepat§ln² cholest§za je 

znakem prim§rn² bili§rn² cirh·zy (PBC), prim§rn² sklerotizuj²c² cholangit²dy (PSC), 

pol®kovĨch poġkozen² a chronick® rejekce jatern²ho ġtŊpu. V etiologii cholest§z 

jednoznaļnŊ dominuj² cholest§zy extrahepat§ln², kde pŚevaģuj²c² ļ§st, aģ 50 %, tvoŚ² 

malign² onemocnŊn², na druh®m m²stŊ je choleliti§za. Velmi ļastou pŚ²ļinou cholest§zy 

jsou septick® stavy a pol®kov® cholest§zy pod²lej²ci se necelĨmi 10 %, virov® 

a autoimunitn² hepatitidy s 5 ï 7 % (Mareļek Z., 2007). 

Mezi klinick® projevy cholest§zy patŚ² ģloutenka, pruritus a acholick§ stolice se 

steatoreou. PŚi delġ²m trv§n² se rozv²jej² hypovitamin·zy vitaminu A, D, E a K. J§tra jsou 

palpaļnŊ zvŊtġen§ a tuh§. V laboratoŚi dominuje zvĨġen² s®rov® hladiny konjugovan®ho 

bilirubinu, ALP (alkalick® fosfat§zy), GMT (ɔ-glutamyl transpeptid§zy), ģluļovĨch kyselin 

a cholesterolu. Jatern² transamin§zy AST (S-aspart§taminotransfer§za) a ALT (S-

alaninaminotransfer§za) se zvyġuj² pozdŊji. V moļi je pŚ²tomnĨ bilirubin (Rodriguez-

Garay, 2003;VaŔ§sek T., 2007). Kumuluj²c² se ģluļov® kyseliny jako siln® detergenty 

mŢģou zapŚ²ļinit struktur§ln² i funkļn² poġkozen² membr§n vŊtġiny tk§n². KromŊ toho 

zadrģen® ģluļov® kyseliny sniģuj² de novo synt®zu ģluļovĨch kyselin (Rodriguez-Garay, 

2003).  

3.1. Transport®ry a patofyziologie cholest§zy 

Z§kladn²m patofyziologickĨm dŢsledkem cholest§zy je jatern² a n§slednŊ 

i syst®mov§ kumulace toxickĨch l§tek typu ģluļovĨch kyselin a bilirubinu (Trauner, et al., 

1997). Tyto l§tky mohou v z§vislosti na intenzitŊ a dobŊ trv§n² cholest§zy podm²nit v§ģn® 

poġkozen² organizmu. Ve snaze kompenzovat vzniklou situaci se aktivuj² tzv. spont§nn² 
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anticholestatick® obrann® mechanizmy, jejichģ ¼ļelem je zm²rnit stav pomoc² alespoŔ 

ļ§steļn®ho pŚesmŊrov§n² exkrece danĨch l§tek z jater do ledvin (Lee and Boyer, 2000). 

Podstatou tohoto procesu je zmŊna exprese, lokalizace a funkce odpovŊdnĨch 

transportn²ch proteinŢ v j§trech a ledvin§ch. ZmŊnŊn§ exprese hepatobili§rn²ch 

transportn²ch syst®mŢ na ¼rovni proteinu tak mŢģe bĨt prim§rn² pŚ²ļinou cholest§zy, nebo 

sekund§rn²m dŢsledkem adaptivn²ch zmŊn exprese transport®rŢ. (Roma, et al., 2008b). 

ZmŊny exprese transport®rŢ jako prim§rn² pŚ²ļinu cholest§zy lze popisovat u dŊdiļnĨch 

forem onemocnŊn² (napŚ. progresivn² famili§rn² intrahepat§ln² cholest§za typu 2 - mutace 

BSEP transport®ru, Dubin-Johnson syndrom ï mutace MRP2). Ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ ale 

doch§z² ke zmŊn§m exprese transport®rŢ sekund§rnŊ jako odpovŊŅ na retenci toxickĨch 

bili§rn²ch l§tek (ģluļovĨch kyselin, bilirubinu). L§tky s cholestatickĨm efektem (napŚ. 

l®ļiva, hormony, proz§nŊtliv® cytokiny) mohou buŅ sniģovat expresi transport®rŢ, nebo 

pŚ²mo inhibovat jejich funkci. TypickĨmi pŚ²klady l®ļiv s cholestatickĨm efektem jsou 

rifamycin, cyklosporin A nebo glibenklamid. Tyto l§tky pŚ²mo omezuj² sekreci ģluļovĨch 

kyselin inhibic² BSEP (Stieger, et al., 2000). VŊtġina cholestatickĨch onemocnŊn² vznik§ 

v dŢsledku obstrukce (napŚ. extrahepat§ln² bili§rn² obstrukce zpŢsoben§ n§dory, kameny) 

nebo destrukce ģluļovodu (PSC, PBC). Sn²ģen§ exprese transportn²ch syst®mŢ u tŊchto 

onemocnŊn² vysvŊtluje, alespoŔ ļ§steļnŊ, poġkozen² transportn² funkce, coģ m§ za 

n§sledek dalġ² prohluben² cholest§zy. Ne vġechny zmŊny exprese transportn²ch proteinŢ 

maj² pro-cholestatickĨ nebo negativn² charakter. Zat²mco nŊkter® pŚisp²vaj² k cholest§ze, 

vŊtġina zmŊn exprese transport®rŢ v j§trech a extrahepat§ln²ch tk§n²ch (napŚ. v ledvin§ch) 

funguje jako kompenzaļn² mechanizmus, kterĨ je alternativn² cestou exkrece pro 

kumuluj²c² se toxick® l§tky (Zollner, et al., 2001;Zollner, et al., 2003).  

3.2. Spont§nn² anticholestatick§ obrann§ reakce 

Pro nŊkter® zv²Śec² modely experiment§ln² cholest§zy a nŊkter® typy 

cholestatick®ho onemocnŊn² u lid² existuje spoleļnĨ vzorec adaptivn²ch odpovŊd² 

zahrnuj²c² zmŊny exprese transport®rŢ, tzv. spont§nn² anticholestatickou obrannou reakci. 

Tato odpovŊŅ chr§n² hepatocyty pŚed zadrģov§n²m toxickĨch l§tek (ģluļovĨch kyselin, 

bilirubinu a l®ļiv). Adaptivn² zmŊny zahrnuj² sn²ģenou expresi bazolater§ln²ch transport®rŢ 

dŢleģitĨch pro import l§tek doprov§zenou zvĨġenou expres² bazolater§ln²ch syst®mŢ pro 

jejich eflux (Obr. 6). Sn²ģenou expresi bazolater§ln²ch transportn²ch syst®mŢ lze pozorovat 

u chronickĨch cholestatickĨch onemocnŊn² u lid². NTCP a OATP1B1 vykazuj² sn²ģenou 

expresi na ¼rovni proteinu u cholestatick® alkoholov® hepatitidy (Zollner, et al., 2001), 
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pozdn²ch st§di² PBC (Zollner, et al., 2003), PFIC2 a PFIC3 (progresivn² famili§rn² 

intrahepat§ln² cholest§za typu 2 a 3) (Keitel, et al., 2005), PSC (Oswald, et al., 2001) 

a extrahepat§ln² bili§rn² artrezie. Proteinov§ exprese OATP1B3 je sn²ģen§ u PFIC1 

(progresivn² famili§rn² intrahepat§ln² cholest§za typu 1) a PFIC2. Sn²ģen§ exprese 

OATP2B1, OCT1 a OAT2 transportn²ch proteinŢ byla recentnŊ prok§zan§ ve studii na 

lidskĨch prim§rn²ch hepatocytech exponovanĨch TNF-Ŭ a IL-6 cytokiny (Vee, et al., 

2009). ZvĨġenou expresi bazolater§ln²ch efluxn²ch pump MRP1, MRP3, MRP4, MRP5 

a MRP6 (ĂMultidrug resistance-associated protein 1, 3, 4, 5 a 6ñ) na ¼rovni proteinu lze 

pozorovat v pozdn²ch st§di²ch PBC (Barnes, et al., 2007;Ros, et al., 2003;Zollner, et al., 

2007). ZvĨġen§ exprese MRP3 a MRP4 je popisov§n§ tak® u PFIC3 (Keitel, et al., 

2005;Scheffer, et al., 2002). U pacientŢ v pokroļilĨch st§di²ch PBC byla prok§zan§ 

zvĨġen§ exprese OSTŬ a OSTɓ na ¼rovni mRNA (Boyer, et al., 2006). Exprese MRP2 je 

sn²ģen§ u mnoha cholestatickĨch onemocnŊn² jater, aļkoli lze zmŊny pozorovat pouze 

v pozdn²ch st§di²ch onemocnŊn². NapŚ²klad exprese MRP2 je sn²ģen§ jen u nŊkterĨch 

pacientŢ ve IV. st§diu PBC, ale zŢst§v§ beze zmŊny v I.-III. st§diu (Kullak-Ublick, et al., 

2002). PodobnŊ je exprese BSEP dobŚe zachov§na u pacientŢ s PBC a akutn² nebo 

z§nŊtem indukovanou cholest§zou (alkohol, l®ļiva, autoimunitn² hepatitida) (Zollner, et al., 

2001;Zollner, et al., 2003). U pacientŢ s PBC byla prok§zan§ zvĨġen§ exprese BCRP 

efluxn²ho proteinu (Barnes, et al., 2007). mRNA exprese MDR3 transport®ru je zachov§na 

u PBC, ale zvĨġena u pacientŢ s obstrukļn² cholest§zou (Lee and Boyer, 2000;Trauner, et 

al., 1999). 

Adaptaļn² zmŊny exprese transport®rŢ jsou d§le podporovan® sn²ģenou synt®zou 

ģluļovĨch kyselin (isoformy cytochromu P450 ï CYP7A1 a CYP8B1) a naopak 

navozen²m detoxifikace ģluļovĨch kyselin (indukce enzymŢ f§ze I a f§ze II metabolizmu 

ģluļovĨch kyselin). Mezi enzymy f§ze I patŚ² CYP3A4 a CYP2B6. Enzymy f§ze II 

zahrnuj² SULT2A1 (kde SULT je sulfotransfer§za) a UGT2B4 (kde UGT je UDP-

glukuronosyltransfer§za) (Boyer, 2007). Hydroxylac² ģluļovĨch kyselin se zvyġuje 

intracelul§rn² koncentrace m®nŊ toxickĨch polyhydroxylovanĨch sol² ģluļovĨch kyselin. 

VŊtġina tŊchto transformac² usnadŔuje exkreci sol² ģluļovĨch kyselin do ģluļe (sulfatace) 

nebo do krve, a t²m umoģŔuje n§slednou exkreci moļ² (hydroxylace, sulfatace 

a glukuronidace) (Roma, et al., 2008b).  
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Obr. 6. Molekul§rn² mechanizmy cholest§zy ï anticholestatick§ obrann§ reakce. Sn²ģen§ exprese 

bazolater§ln²ch transport®rŢ NTCP (ĂNa+-taurocholate cotransporting polypeptideñ), OATP (ĂOrganic 

anion transporting polypeptideñ), OAT2 (ĂOrganic anion transporter 2ñ) a OCT1 (ĂOrganic cation 

transporter 1ñ) sniģuje hepatocelul§rn² retenci l§tek. Exprese kanalikul§rn²ho BSEP (ĂBile salt export 

pumpñ), MRP2 (ĂMultidrug resistance-associated protein 2ñ) a MDR3 (ĂMultidrug resistance protein 

3ñ) transport®ru, kterĨ zajiġŠuje pŚenos fosfatidylcholinu, je zachov§na. Exprese MDR1 (ĂMultidrug 

resistance protein 1ñ) a BCRP (ĂBreast cancer resistance proteinñ) je bŊhem cholest§zy zvĨġen§. 

Indukce bazolater§ln²ch efluxn²ch proteinŢ MRP1, MRP3, MRP4, MRP5 a MRP6 (ĂMultidrug 

resistance-associated protein 1, 3, 4, 5 a 6ñ) a OSTŬ/ɓ (ĂOrganic solute transporter Ŭ/ɓñ) je alternativn² 

cestou eliminace pro l®ļiva i endogenn² l§tky (soli ģluļovĨch kyselin, bilirubin). PŚevzato a upraveno 

ze Zollner a Trauner (2006). 

4. Preklinick® modely studia vlivu cholest§zy na farmakokinetiku l®ļiv 

Pro studium cholest§zy se vyuģ²vaj² in vitro, in situ a in vivo metody. Zat²mco in 

vitro a in situ studie poskytuj² moģnost studia pod²lu konkr®tn²ch transport®rŢ 

a jednotlivĨch moduluj²c²ch vlivŢ (napŚ. cytokinŢ a ģluļovĨch kyselin) na zmŊny 

transmembr§nov®ho pŚenosu l®ļiv bŊhem cholest§zy, in vivo studie nab²z² komplexn² 

pohled na farmakokinetiku sledovanĨch l®ļiv a jejich eliminaci do ģluļe bŊhem pŢsoben² 

vġech regulaļn²ch patofyziologickĨch vlivŢ.  
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4.1. Metody in vitro 

Izolovan® membr§nov® frakce hepatocytŢ jsou metodou umoģŔuj²c² studium 

metabolizmu a transportu l§tek. Mezi hlavn² vĨhody takto z²skanĨch frakc² patŚ² relativn² 

nen§roļnost metody, moģnost pŚ²pravy mikrosom§ln² jatern² frakce rŢznĨch ģivoļiġnĨch 

druhŢ, reprodukovatelnost a moģnost delġ²ho skladov§n² takto pŚipraven® mikrosom§ln² 

nebo jin® frakce (Zhuge, et al., 2004). Limituj²c² faktory metody jsou kr§tk§ funkļnost, 

absence enzymŢ II. f§ze metabolizmu a potŚeba kofaktorŢ k jejich aktivitŊ (Kuļera O., et 

al., 2006). Dalġ²m moģnĨm pŚ²stupem v t®to oblasti je pŚ²prava prim§rn²ch hepatocytŢ. 

Vzhledem ke ġpatn® dostupnosti lidskĨch hepatocytŢ se vyuģ²vaj² pŚedevġ²m potkan² 

hepatocyty. Tento model umoģŔuje studovat transportn² syst®my l®ļiv v pŚ²tomnosti 

rŢznĨch medi§torŢ vļetnŊ ģluļovĨch kyselin a cytokinŢ a d§le predikci in vivo ¼dajŢ 

o metabolick® nebo hepatobili§rn² clearance (O'Brien, et al., 2004). Hepatocyty z²skan® 

z jater pomoc² kolagen§zy mohou bĨt pouģity okamģitŊ k testov§n² anebo mohou bĨt 

zmrazeny a d§le uchov§ny po oġetŚen² ochrannĨm m®diem. NevĨhodou tohoto modelu je 

rychl§ ztr§ta aktivity biotransformaļn²ch enzymŢ, pokles funkļn² kapacity hepatocytŢ, 

pokles mnoģstv² a aktivity cytochromu P450 a rychle se zvyġuj²c² exprese Mdr1 

transportn²ho proteinu (Chandra and Brouwer, 2004;Kuļera O., et al., 2006;Rodriguez-

Garay, 2003).  

4.2. Metody in situ 

Ġiroce pouģ²vanou metodou studia cholest§zy je model potkan²ch izolovanĨch 

perfundovanĨch jater, kterĨ zachov§v§ trojrozmŊrnou strukturu jater s mezibunŊļnĨmi 

kontakty, tvorbou a sekrec² ģluļe. Tento model nejbl²ģe simuluje podm²nky obdobn® 

ģiv®mu organizmu. V tomto pŚ²padŊ leze patogenezi poġkozen² jater studovat bez ovlivnŊn² 

jinĨmi org§ny. Tato metoda umoģŔuje hodnocen² vychyt§v§n² l§tek do jater, jejich bili§rn² 

exkreci a sinusoid§ln² eflux, proto je ļasto vyuģ²vanou metodou pro studium l®kovĨch 

a toxickĨch poġkozen² a pro kinetick® modelov§n². VĨhodou je moģnost pŚesn®ho 

definov§n² podm²nek, tj. skladby perfuzn²ho media a koncentrac² l®ļiv. NevĨhodami 

tohoto modelu jsou naopak vġestrann§ n§roļnost (ļasov§, person§ln², finanļn² atd.) 

a rychlĨ pokles funkļn²ch aktivit (Kuļera O., et al., 2006;Rodriguez-Garay, 2003).  

4.3. Metody in vivo 

Pro studium vlivu cholest§zy na metabolizmus a exkreci l®ļiv se ve farmakologii 

pouģ²vaj² zv²Śec² modely. Aļkoli je vzorec exprese transportn²ch proteinŢ podobnĨ u zv²Śat 
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a lid², nelze nal®zt "univerz§ln²" zv²Śec² model, kterĨ by plnŊ simuloval podm²nky lidsk®ho 

organizmu. Mezi zv²Śata pouģ²van§ pro vĨzkum cholest§zy patŚ² mal² laboratorn² hlodavci 

ï potkan a myġ.  

4.3.1. Extrahepat§ln² cholest§za 

Pro studium extrahepat§ln² (obstrukļn²) cholest§zy se v souļasnosti pouģ²v§ model 

podvazu ģluļovodu u experiment§ln²ch zv²Śat (potkan, myġ). Extrahepat§ln² cholest§za 

vede k ļ§steļn® nebo ¼pln® z§stavŊ toku ģluļe v dŢsledku obstrukce ģluļovĨch cest. 

V rychl®m sledu doch§z² k n§hl®, vĨrazn® kumulaci toxickĨch l§tek (zejm®na ģluļovĨch 

kyselin) a k rozvoji spont§nn² anticholestatick® obrann® reakce. Na bazolater§ln² 

membr§nŊ hepatocytŢ doch§z² k down-regulaci (sn²ģen² exprese) transport®rŢ pro ģluļov® 

kyseliny (Ntcp, Oatp1a1, Oatp1a4 a Oatp1b2), kter§ vede ke sn²ģen² vstupu l§tek do bunŊk 

(Lee and Boyer, 2000). N§slednŊ kles§ exprese kanalikul§rn²ch efluxn²ch transport®rŢ 

(Bsep a Mrp2) (Lee and Boyer, 2000;Trauner, et al., 1997). Naopak se zvyġuje exprese 

bazolater§ln²ch proteinŢ (pŚedevġ²m Mrp3 a Mrp4) umoģŔuj²c²ch zpŊtnĨ transport l§tek 

z hepatocytŢ do krve a jejich zvĨġenou exkreci prostŚednictv²m up-regulovanĨch (Ăup-

regulaceñ ï zvĨġen§ exprese) transport®rŢ (Mrp2 a Mrp3) v ledvinnĨch tubulech (Donner 

and Keppler, 2001;Soroka, et al., 2001;Tanaka, et al., 2002). N§hlĨ vzestup intrabili§rn²ho 

tlaku vĨraznŊ naruġuje hematobili§rn² bari®ru, coģ vede ke ztr§tŊ osmotick® hnac² s²ly 

v dŢsledku refluxu osmoticky aktivn²ch l§tek do intersticia (Tomsik, et al., 2007). Proto je 

tak® zmŊna permeability bari®ry nejv²ce patrn§ u tohoto modelu cholest§zy v porovn§n² 

s modely intrahepat§ln² cholest§zy (aplikace ethinylestradiolu, sepse atd.), kdy nen² tak 

vĨraznŊ ovlinŊn paracelul§rn² transport l§tek (Rodriguez-Garay, 2003). Mezi z§kladn² 

molekuly zapojen® do regulace exprese transportn²ch proteinŢ patŚ² nukle§rn² receptory 

(transkripļn² faktory), na kter® se v prŢbŊhu cholest§zy v§ģou zadrģovan® bili§rn² l§tky 

(napŚ. ģluļov® kyseliny) (Donner, et al., 2007;Fernandez-Martinez, et al., 2006;Liu, et al., 

2001;Plebani, et al., 1999). Kl²ļovĨm receptorem spont§nn² anticholestatick® obrann® 

reakce je FXR (ĂFarnesoid X receptorñ), kterĨ je zodpovŊdnĨ za regulaci vġech enzymŢ a 

transportn²ch proteinŢ zapojenĨch do homeost§zy ģluļovĨch kyselin. Tyto l§tky tvoŚ² 

logicky jeho z§kladn² fyziologick® ligandy a jejich kumulace v tŊle vede prostŚednictv²m 

FXR ke sn²ģen² jejich synt®zy a urychlen² moļov® exkrece (Fiorucci, et al., 2007). Dalġ²mi 

nukle§rn²mi receptory, jejichģ ovlivnŊn² je spojeno s indukc² genŢ zapojenĨch do 

detoxikace a transportu bilirubinu a ģluļovĨch kyselin, jsou PXR (ĂPregnane X receptorñ) 

a CAR (ĂConstitutive androstane receptorñ), jejichģ ligandy jsou xenobiotika (P§vek P., et 
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al., 2005). 

4.3.2. Intrahepat§ln² cholest§za 

Pro simulaci intrahepat§ln² cholest§zy se v preklinickĨch studi²ch vyuģ²v§ 

nejļastŊji model aplikace endotoxinu nebo ethinylestradiolu ļi jinĨch l®ļiv potkanŢm. 

SouļasnŊ narŢst§ vĨznam zv²Śat s pŚirozenĨm nebo navozenĨm deficitem jednoho 

z transport®rŢ. Pro indukci endotox®mie se pouģ²v§ lipopolysacharid (LPS) izolovanĨ ze 

Salmonella Typhimurium nebo Escherichia coli. Cholest§za navozen§ aplikac² LPS vede 

k podobnĨm zmŊn§m exprese transportn²ch proteinŢ v j§trech jako extrahepat§ln² 

cholest§za. Tyto zmŊny jsou zprostŚedkov§ny pravdŊpodobnŊ 1) proz§nŊtlivĨmi cytokiny 

jako TNF-Ŭ (ĂTumor necrosis factor Ŭñ), IL-1ɓ (interleukin 1ɓ) a IL-6 (interleukin 6) 

produkovanĨmi KupfferovĨmi buŔkami, 2) oxidem dusnatĨm, kterĨ produkuj² hepatocyty 

a Kupfferovy buŔky jako n§sledek LPS zprostŚedovan® aktivace NF-əB (ĂNuclear factor 

əBñ) (Aoki, et al., 2008). Hepatocyty reaguj² na zvĨġenou produkci proz§nŊtlivĨch 

cytokinŢ zmŊnou genov® exprese pŚedevġ²m na transkripļn² ¼rovni (Roma, et al., 2008a).  

Dalġ² moģnost², jak navodit intrahepat§ln² cholest§zu u potkanŢ, je aplikace 

ethinylestradiolu. V tomto pŚ²padŊ doch§z² k poġkozen² toku ģluļe a zmŊn§m exprese 

transportn²ch proteinŢ na kanalikul§rn² i bazolater§ln² membr§nŊ hepatocytu a n§slednŊ 

ke sn²ģen² bili§rn² exkrece ģluļovĨch kyselin, bilirubinu a xenobiotik vļetnŊ l®ļiv. ZmŊny 

exprese transportn²ch proteinŢ u tohoto modelu jsou srovnateln® se zmŊnami 

pozorovanĨmi u cholest§zy navozen® pod§n²m LPS. Efekt ethinylestradiolu se pŚipisuje 

endogenn²mu estrogenov®mu metabolitu estradiol-17ɓ-D-glukuronidu, kterĨ zpŢsobuje 

sn²ģen² toku ģluļe a sekrece ģluļovĨch kyselin u potkanŢ. Ethinylestradiol a jeho metabolit 

estradiol-17ɓ-D-glukuronid vedou souļasnŊ ke zvĨġen² permeability hematobili§rn² 

bari®ry, coģ m§ za n§sledek paracelul§rn² n§vrat ģluļovĨch kyselin do krve (Rodriguez-

Garay, 2003;Roma, et al., 2008a).  

Mezi dalġ² l®ļiva, kter§ vedou k navozen² cholest§zy, patŚ² napŚ. cyklosporin A, 

rifampicin, rifamycin, glibenklamid a troglitazon. Tyto l§tky inhibuj² transport 

zprostŚedkovanĨ Bsep proteinem (Fattinger, et al., 2000;Funk, et al., 2001). SouļasnŊ byla 

prok§z§na inhibice exprese Oatp1a1 a Oatp1a4 zprostŚedkovan§ rifampicinem 

a rifamycinem (Fattinger, et al., 2000). Cyklosporin A souļasnŊ inhibuje tak® expresi Mrp2 

transport®ru. Bsep a Mrp2 pravdŊpodobnŊ hraj² kl²ļovou roli v patogenezi cholest§zy 

navozen® l®ļivy (Bohan and Boyer, 2002).  

Mezi ġiroce pouģ²van® modely intrahepat§ln² cholest§zy patŚ² zv²Śata s pŚirozenĨm 
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nebo z²skanĨm deficitem konkr®tn®ho transport®ru. NŊjļastŊji jsou pouģ²v§ny dva potkan² 

kmeny s kongenit§ln² hyperbilirubin®mii v dŢsledku absence Mrp2 transport®ru. U kmene 

Wistar se jedn§ o Groningen ģlut®/transport deficitn² (GY/TR-) potkany, u kmene Sprague-

Dawley jsou oznaļovan² jako Eisai hyperbilirubinemiļt² (EHBR) potkani. PodobnĨm 

modelem cholest§zy je potkan² kmen Gunn s pŚirozenou nekonjugovanou 

hyperbilirubinemi² a vrozenou deficienc² UGT1A1 (UDP-glukuronosyltransfer§za 1A1), 

enzymu konjuguj²c²ho bilirubin v j§trech (Buchler, et al., 1996;Cuperus, et al., 2009;Fuksa 

L, et al., 2006). Pro vysvŊtlen² mechanismŢ exkrece endogenn²ch l§tek a xenobiotik a pro 

popis funkc² transportn²ch syst®mŢ bŊhem cholest§zy se vyuģ²vaj² tak® myġ² modely 

s c²lenou inaktivac² (Ăknockoutñ) urļit®ho genu, napŚ. Mdr1a, dvojitŊ knockoutovanĨch 

myġ², napŚ. Mdr1a/Mdr1b-/-, nebo trojitŊ knockoutovanĨch myġ², napŚ. Bcrp1-/-

/Mdr1a/1b-/- (Marchetti, et al., 2008;Rodriguez-Garay, 2003).  

4.3.3. Farmakokinetick§ analĨza  

Pro hodnocen² farmakokinetiky l®ļiv in vivo se u modelŢ cholest§zy pouģ²vaj² dva 

non-kompartmentov® pŚ²stupy. Prvn² je zaloģenĨ na kontinu§ln²m pod§v§n² l®ļiva pro 

dosaģen² ust§len®ho stavu plazmatickĨch koncentrac², druhĨ vych§z² z jednor§zov®ho 

pod§n² l®ļiva a n§sledn®ho dostateļnŊ dlouh®ho sledov§n² plazmatickĨch koncentrac² pro 

z²sk§n² jejich, co nejkompletnŊjġ²ho, profilu (vļetnŊ eliminaļn² f§ze). Bili§rn² eliminace se 

poļ²t§ z hodnot namŊŚenĨch v nasb²ranĨch vzorc²ch ģluļe. 

Farmakokinetick® parametry l®ļiva po dosaģen² jeho ust§lenĨch plazmatickĨch 

koncentrac² nab²z² vĨhodu kratġ²ho trv§n² experimentu, kdy za pomoc² vhodnŊ zvolen® 

n§razov® d§vky a n§sledn® kontinu§ln² nitroģiln² infuze lze navodit tuto situaci do nŊkolika 

des²tek minut od zah§jen² pod§v§n². Pro vĨpoļet jednotlivĨch parametrŢ se pak pouģ²vaj² 

n§sleduj²c² rovnice:  

ĢĢ
xCXBE=  

MM xCXRE=  

 

kde BE je bili§rn² exkrece l®ļiva, XĢ tok ģluļe, CĢ koncentrace l®ļiva ve ģluļi; RE je 

ren§ln² exkrece l®ļiva, XM tok moļe a CM koncentrace l®ļiva v moļi, 

 

ssCRCL /=
 

ssB CBECL /=
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ssR CRECL /=  

 

kde CL je celkov§ clearance, R rychlost inf¼ze, Css koncentrace l®ļiva v ust§len®m stavu,  

CLB bili§rn² clearance, BE bili§rn² exkrece, CLR ren§ln² clearance a RE ren§ln² exkrece. 

Pod²l glomerul§rn² filtrace (GF) na CLR je pak vyj§dŚen pomoc² stanoven² 

clearance kreatininu (CLKR) : 

KR

MM
KR

C

xCX
CL =  

 

kde CLKR je clearance kreatininu, XM tok moļe, CM koncentrace kreatininu v moļi a CKR 

koncentrace kreatininu v plazmŊ. 

Farmakokinetick® parametry l®ļiva po jednor§zov®m pod§n² vych§z² z komplexn² 

analĨzy ļasov®ho prŢbŊhu plazmatickĨch koncentrac² l®ļiva. Inici§lnŊ se z kŚivky urļuje 

nejvyġġ² namŊŚen§ plazmatick§ koncentrace l§tky (Cmax) a pŚ²sluġn§ doba dosaģen² t®to 

koncentrace (Tmax). AnalĨza termin§ln² f§ze ļasov® kŚivky umoģn² odeļ²st eliminaļn² 

konstantu (kel), kter§ pŚedstavuje smŊrnici t®to kŚivky. Z n² je pak poļ²t§n biologickĨ 

poloļas eliminace (t1/2) jako pod²l ln2 a kel. N§slednŊ je poļ²t§na plocha pod kŚivkou 

plazmatickĨch koncentrac² (AUC0-¤) jako souļet AUC0-Tposledn² urļen® logaritmicko-

line§rn²m lichobŊģn²kovĨm pravidlem mezi ļasem 0 (pod§n² l®ļiva) a ļasem posledn² 

mŊŚen® koncentrace (Tposledn²) a AUC extrapolovan® do nekoneļna (AUC Tposledn²-¤), kter§ 

se urļuje jako pod²l posledn² mŊŚen® koncentrace dŊlen® kel. Celkov§ clearance (CLTot) se 

urļuje vztahem: 

¤-= 0/ AUCdávkaCLTot  

 

ParalelnŊ je poļ²t§n zd§nlivĨ distribuļn² objem (Vdz): 

 

elTotz kCLVd /=  

 

Distribuļn² objem pro koncentraci v ust§len®m stavu (Vdss) je z²sk§v§n vztahem: 

 

¤-

=
Tposlední

Totss
AUC

AUMC
xCLVd  

 

kde AUMC je momentov§ plocha pod kŚivkou.  

Bili§rn² (CLBil) clearance lze pŚi tomto zpŢsobu hodnocen² stanovit pomoc² vztahu: 
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TposledníBB AUCMCL -= 0/   

 

kde MB je mnoģstv² l®ļiva vylouļen® do ģluļi bŊhem sledovan®ho obdob². VĨhodou tohoto 

pŚ²stupu je vyġġ² citlivost modelu na potenci§ln² zmŊny a komplexnŊjġ² informace 

o kinetice (napŚ. distribuļn² objem), zat²mco nevĨhodou je nutnost dostateļnŊ dlouh®ho 

sledov§n² pro z²sk§n² co nejkompletnŊjġ²ho profilu koncentrac² v ļase.  
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C²le dizertaļn² pr§ce: 

Hlavn²m c²lem pŚedkl§dan® pr§ce bylo studium vlivu cholestatick®ho poġkozen² 

jater na eliminaci a transport l®ļiv.  

 

1. Studium cholest§zou navozenĨch zmŊn v bili§rn² a ren§ln² exkreci l®ļiv, kter® jsou 

substr§ty transportn²ch proteinŢ odpovŊdnĨch za jejich exkreci do ģluļe a moļe 

u potkana. 

 

2. Studium exprese a funkce l®kovĨch transportn²ch proteinŢ v j§trech a ledvin§ch 

bŊhem cholest§zy navozen® u potkana. 

 

3. Studium funkce hematobili§rn² bari®ry (Ătight-junctionsñ) jako dŢleģit®ho prvku 

pro tvorbu ģluļe bŊhem obstrukļn² cholest§zy u potkana pomoc² 

rhamn·zo/melibi·zov®ho permeabilitn²ho testu. 
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Experiment§ln² ļ§st pr§ce je souhrnem tŚ² publikac²:  

I. Micuda S, Brcakova E, Fuksa L, Cermanova J, Osterreicher J, Hroch M, Mokry 

J, Pejchal J, Martinkova J and Staud F (2008) P-glycoprotein function and expression 

during obstructive cholestasis in rats. Eur J Gastroenterol Hepatol 20:404-412 

II.  Tomsik P, Sispera L, Rezacova M, Niang M, Stoklasova A, Cerman J, Knizek J, 

Brcakova E, Cermanova J and Micuda S (2008) Increased melibiose/rhamnose ratio in 

bile of rats with acute cholestasis. J Gastroenterol Hepatol 23:1934-1940. 

III.  Brcakova E, Fuksa L, Cermanova J, Kolouchova G, Hroch M, Hirsova P, 

Martinkova J, Staud F and Micuda S (2009) Alteration of methotrexate biliary and renal 

elimination during extrahepatic and intrahepatic cholestasis in rats. Biol Pharm Bull 32 

(v tisku) 

U ļl§nku III  je pŚedkladatelka t®to dizertaļn² pr§ce prvn² autorkou, v pŚ²padŊ 

ļl§nkŢ I a II  spoluautorkou. 

V pr§ci I se autorka pod²lela na in vivo experimentech, kter® zahrnovaly chirurgick® 

operace, odbŊry vzorkŢ, jejich zpracov§n² a analĨzu. Pomoc² zaveden® metody Western 

blot analyzovala expresi P-glykoproteinu v j§trech a ledvin§ch.  

Ve studii II  se autorka pod²lela na in vivo experimentech ve stejn® ġ²Śi jako 

u pŚedeġle uveden® pr§ce. 

Ve studii III  autorka koordinovala vġechny experimenty, pod²lela se na in vivo 

studii a analyzovala expresi transport®rŢ na ¼rovni mRNA a proteinu metodou qRT-PCR 

a Western blot.  

Autorka dizetrace sepsala rukopis pr§ce III . Ve studii I a II  se pod²lela na seps§n² 

ļ§st² tĨkaj²c²ch se in vivo metod a ¼prav§ch textŢ, ve studii I d§le na seps§n² ļ§st² 

tĨkaj²c²ch se metody Western blot.  

HPLC analĨzu rhodaminu 123 a metotrex§tu ve vzorc²ch plazmy, moļe a ģluļe 

prov§dŊl Ing. Miloġ Hroch z Đstavu farmakologie LF HK UK. 

HPLC analĨzu melibi·zy a rhamn·zy v plazmŊ, moļi a ģluļi prov§dŊl Ing. LudŊk 

Ġiġpera, CSc. z Đstavu l®kaŚsk® biochemie LF HK UK. 

Imunohistochemickou analĨzu prov§dŊl prof. MUDr. Jaroslav MokrĨ, Ph.D. 

z Đstavu histologie a embryologie LF HK UK, MUDr. Jaroslav Pejchal a Prof. MUDr. Jan 

¥sterreicher, Ph.D. z Katedry radiobiologie, Fakulty vojensk®ho zdravotnictv² v Hradci 

Kr§lov®, Univerzity obrany v BrnŊ. 
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Koment§Ś k ļl§nku 

Extrahepat§ln² (obstrukļn²) cholest§za vznik§ v dŢsledku bili§rn² obstrukce, kter§ 

vede k jatern² a syst®mov® kumulaci potenci§lnŊ toxickĨch l§tek (ģluļov® kyseliny, 

bilirubin), coģ v koneļn®m dŢsledku zpŢsobuje poġkozen² jater a ģloutenku. Spont§nn² 

anticholestatick§ odpovŊŅ hepatocytŢ zahrnuje sn²ģen² exprese bazolater§ln²ch 

transportn²ch proteinŢ (napŚ. Ntcp, Oatp1a1, Oatp1b2) a kanalikul§rn²ch efluxn²ch 

transport®rŢ (napŚ. Mrp2, Bsep) spoleļnŊ s adaptaļn²m zvĨġen²m exprese bazolater§ln²ch 

transportn²m syst®mŢ (napŚ. Mrp3ï6). N§slednŊ doch§z² ke zvĨġen® expresi ren§ln²ch 

transport®rŢ pro vychyt§v§n² a exkreci l§tek v prim§rn²ch proxim§ln²ch tubulech. Vġechny 

tyto zmŊny vedou ke zm²rnŊn² kumulace ģluļovĨch kyselin a bilirubinu v organizmu.  

P-glykoprotein (P-gp), k·dovanĨ MDR1 genem u lid² a Mdr1a/Mdr1b geny 

u hlodavcŢ, je na dod§vce ATP z§vislĨ efluxn² transport®r lokalizovanĨ na apik§ln² 

membr§nŊ napŚ. hepatocytŢ, stŚeva, ledvin, mozku, kde zprostŚedkov§v§ pŚenos 

hydrofobn²ch l®ļiv, jako jsou nŊkter® cytostatika, imunosupresiva, steroidn² hormony nebo 

blok§tory kalciovĨch kan§lŢ. Cholest§za vede ke zvĨġen² exprese P-gp v hepatocytech, coģ 

by mohlo m²t za n§sledek zmŊnu farmakokinetiky l®ļiv, kter® jsou substr§ty tohoto 

transport®ru. Aļkoli je cholest§zou navozena zmŊna exprese P-gp dobŚe popsan§, nen² 

zcela objasnŊno, jestli m§ tato zmŊna tak® vliv na jeho funkci. Proto c²lem studie bylo in 

vivo hodnocen² bili§rn² a ren§ln² exkrece rhodaminu 123, substr§tu P-glykoproteinu bŊhem 

akutn² a chronick® cholest§zy u potkanŢ.  

Akutn² cholest§za byla navozena podvazem ģluļovodu v trv§n² jednoho dne 

a chronick§ cholest§za navozena podvazem ģluļovodu v trv§n² sedmi dnŢ. Pot® byl 

obnoven tok ģluļe a po dosaģen² koncentrace v ust§len®m stavu rhodaminu 123 byly 

zah§jany sbŊry ģluļe i moļe. Exprese P-gp v j§trech a ledvin§ch byla hodnocena metodou 

Western blot a kvantitativn² imunohistochemi². 

V j§trech byla pozorov§na zvĨġen§ exprese P-gp u akutn² i chronick® obstrukļn² 

cholest§zy. Periport§ln² lokalizace P-gp se rozġ²Śila tak® do pericentr§ln² z·ny. V ledvin§ch 

byla imunohistochemicky prok§z§na zvĨġen§ exprese P-gp u akutn² cholest§zy, kter§ 

klesla po sedmi dnech podvazu ģluļovodu. ZmŊny bili§rn² a ren§ln² clearance rhodaminu 

123 neodpov²daly nicm®nŊ zmŊn§m exprese P-gp. Zat²mco bili§rn² clearance byla sn²ģena 

u akutn² cholest§zy a zachov§na u chronick® cholest§zy, ren§ln² clearance byla u akutn² 

cholest§zy zachov§na a klesala po sedmi dnech podvazu ģluļovodu. Z vĨsledkŢ studie 

vyplĨv§, ģe extrahepat§ln² cholest§za zpŢsobuje ļasovŊ z§visl® zmŊny eliminace 
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rhodaminu 123, kter® neodpov²daj² plnŊ zmŊn§m exprese P-gp v j§trech a ledvin§ch. 

Z§vŊrem lze konstatovat, ģe data z t®to studie pŚisp²vaj² k vysvŊtlen², proļ je bŊhem akutn² 

cholest§zy ļasto poġkozena eliminace substr§tŢ P-glykoproteinu. 

 

Ļl§nku byla udŊlena prvn² cena v soutŊģi o nejlepġ² pr§ci v kategorii 

Experiment§ln² farmakologie za rok 2008 Ļeskou spoloļnost² pro experiment§ln² 

a klinickou farmakologii a toxikologii Ļesk® l®kaŚsk® spoleļnosti J. E. PurkynŊ. 
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