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Seznam pou itych zkratek

Seznam pou itych zkratek

ABC
BCRP
BSEP
CAR
CYP
FXR
MDR
MRP
NTCP

NSAID
OAT
OATP

OCT
P-gp
PXR
RT-PCR
SLC
SULT
UuGT

»ATP binding cassette”

.Breast cancer resistance protein“ — tranépor

,Bile salt export pump* — transportér

»constitutive androstane receptor” — nukiéaeceptor

izoforma cytochromu P450

.Farsenoid X receptor” — nuklearni receptor

,Multidrug resistance proteins" — podrodin®@@& transportér

~Multidrug resistance-associated proteins‘odiwdina ABC transportér
,N&-taurocholate cotransporting polypeptide* — polygukgransportujici
organické aniony

».Non-steroid antiinflammatory drugs*

»<organic anion transporter* — transportérgamickych aniont

,<Organic anion transporting polypeptide" — yumeptidy transportujici
organické anionty

»Organic cation transporter” — transportérgamickych kationt
P-glykoprotein (MDR1)

.Pregnane X receptor” — nuklearni receptor

.Reverse transcriptase polymerase chairiogac

~Solute carrier — rodina transportnich iat

Sulfotransferazy — enzymy Il. faze biotramsiace

Uridin difosfat-glukuronosyl transferazy —zgmy II. faze biotransformace
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Uvod

1. Problematika farmakokinetickych Iékovych interakci

Jednim z hlavnich pdmt farmakologického pre-/klinického vyzkumu jsou
klinicky vyznamné ne adouci I€kové interakce. Pagisli Si porozumni jejich princip m
m e vést k mo nostem tmto interakcim pedchazet a v koneém d sledku pedevsim
pisp t ke zvySeni bezpeaosti farmakoterapie. Farmakokinetické Iékové witee tvoi
zasadni skupinu lékovych interakci, jejich sledkem je zmma mno stvi Iéiva v mist
jeho Uinku. Souasn podavana ldva mohou navzajem interagovat na vSech Urovnich
kinetickych dj , tj. na arovni absorpce (@devsim v gastrointestinalnim traktu), distribuce
(kompetice o vazebna mista na plazmatické bilkqviale i ovlivnni aktivnich
transportnich proce¥ metabolizmu (inhibice/indukce biotransformé&h enzym)
i exkrece (opt nap. modulaci aktivniho transportu v elimimach organech). Vyzkum
lékovych interakci byl dosud zanen zejména na problematiku ovlivii metabolizmu
a naslednych ne &doucich zmv dispozici léiv, p edevSim diky podrobnému hodnoceni
klinicky zava nych interakci psobenych enzymovou indukci/inhibici systému cytooiu
P450.

Proto byla v poslednich letech zavedena ji do cmntadii farmaceutického
vyzkumu ada metod podrobnzkoumajicich metabolické a farmakokinetické vlastn
lé iv. Potenciélni léiva jsou bhem vyvoje asn testovana na vhodnou solubilitu,
permeabilitu a metabolickou stabilitu. Diky ntto testm Ize uady novych léiv
pozorovat zvySenou metabolickou stabilitu (mj. tefiaguji s jaternimi oxygenazami
v etn cytochromu P450). sledkem je pesun Kk alternativnim cestdm systémoveé
clearance, nap mimojaternimu metabolizmu ave zvySujici se emi eliminaci
zprostedkované aktivnimi transportéry. Popsany posuretadivn znamych eliminanich
proces, p edevSim metabolizmu zprostlkovaného cytochromem P450, k novym, mén
popsanym eliminanim procesm klade dalSi naroky na farmakologicky vyzkum.
Metabolicky stabilni nové molekuly |& (nap. antihypertenzivum aliskiren, antidiabetika
ze skupiny gliptin i antimykotika charakteru echinokand)n eliminované pedevSim
biliarni exkreci nebo aktivni tubularni sekreci,dighaji ad aktivnich transportnich
proces. Vyzkum potenciélni indukce a inhibice chto proces je proto kliovy

k porozumni jejich vlivu na variabilitu kinetiky transportanych léiv (Funk, 2008).

2. Vyznam aktivniho transportu pro farmakokinetiku & iv

Aktivni transport je jednim ze zasadnich mechaniznestupu endogennich latek
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i xenobiotik pes fyziologické bariéry gdstavované buvrstvami bunk, nebo samotnou
cytoplazmatickou membranou. Vzhledem k tomu, eotyariéry jsou na molekularni
arovni obvykle tvoeny prav vrstvou polarizovanych buk (hepatocyt, enterocyt
apod.), ma na propustnost bariér vliv také distiédbtransportnich molekul na apikalni
(luminalni pol) a bazolateralni (krevni polasti bun né membrany. Nap unipolarni
lokalizace efluxnich ABC (ABC — z anglického ,ATRnding cassette”) transportéfe
st ejni pro smr arozsah prostupu I& p es fyziologické bariéry \tSiny organ (Ito et
al., 2005). Transportni proteiny tak zasahuji do f&wkinetiky 1€ iv prostednictvim
usnadnni nebo naopak zabram p estupu léiv mezi jednotlivymi kompartmenty. Timto
zp sobem vyrazn modifikuji a v ad pipad i ur uji kvalitativni i kvantitativni pomry
na urovni absorpce, distribuce i exkrece jednodivié ivych latek.

Po et gen kbédujicich proteiny membranovych transportéu lov ka je
odhadovan na tém 900, co pedstavuje pblin 3% funk niho lidského genomu
(Venter et al, 2001). Proteiny koédované nmiito geny zastavaji v bkach dleité
fyziologické dlohy: transportuji iviny, odstraji nepotebné latky a udr uji
elektrochemicky gradient na membranach. Podldupsouasn transportovanych latek
asmru transportu se transportnijel d li na uniport (jedna latka), symport (dvatky
stejnym smrem) a antiport (dv latky opanym smrem). Dale lze transportni procesy
rozliSovat podle energetické zavisloshAktivni transportvyu iva energii ATP (tzv.
primérn aktivni transport) nebo elektrochemicky gradigmaiené latky (tzv. sekundarn
aktivni transport), zatimctacilitovana difizeprobiha pouze ve smu elektrochemického
gradientu transportované latky (Baynes, 2005¢dEvSim na zaklad chto parametr se
transportéry v sowasnosti leni do dvou skupin: (IABC transportéry vyu ivajici energii
ATP a (ii) SLC transportéry (z anglického ,solute carrier”), které ke svénnosti
vy aduji elektrochemicky gradient substratu nebasgmé latky.

2.1. SLC transportni proteiny

Probihajici intenzivni vyzkum gdevsim v poslednich dvou desetiletich objevil
a popsal nkolik rodin transportnich proteinpodilejicich se na vstupu g do bunk.
Jedna se orozsahlou skupinu transportnich protpienaSejicich substraty po sm
koncentraniho gradientu bu bez zavislosti na psunu energie, nebo vyu ivajicich energii
symportu resp. antiportu dalSiho substratu (sadikykovany glutathion atd.). Pro kinetiku

lé iv jsou vyznamni zastupcity rodin SLC: NTCP (z anglického ,Ndaurocholate co-

9
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transporting polypeptide®), OATP (z

polypeptide”), OAT (z anglického ,Organic anion neporter”) a OCT (z anglického

anglického ,@rgc anion transporting
,Organic cation transporter”) (Zaiet al, 2008; Funk, 2008). Jejich stny p ehled
a substratovou specifitu nabizi Tab. 1. 2w jednotlivych transportér vychazi
z mezinarodniho konsenzu — ozeai molekuly proteinu vychazi z yodniho nazvu, do
kteréeho je v pgpad existence vice zastupz dané rodiny inkorporovaniselny udaj

0 genu; oznani genu v sowasnosti respektuje doporni vychazejici zeSeni projektu

HUGO (HGNC,http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/genefamidg/atm).

Tab. 1. Transportéry ze skupiny SLC d le ité pro kinetiku 1é iv
(upraveno dle Funk, 2008)

Gen ProteV|'n Endogenni Exogenni substraty — .

: (starsi . L . Lokalizace

(alternativn ) ~ | substraty lé iva (p iklady)

ozna eni)

SLC10A1 NTCP lu ove rosuvastatin, sulindak jatra, ,stevo
kyseliny (apikaln)
estron-3-sulfat,

SLCO1A2 OATP1A2 | lu ove digoxin, . jatrq (apikaln),

(SLC21A3) (OATP-A, | kyseliny, T, _erythr(_)mycm, ledviny, stevo,

OATP1) T4 (hormony| imatinib mozek
Stitné lazy)
atorvastatin,
. simvastatin,
OATP1B1 klusgl\ulrﬁe fluvastatin,
SLCO1B1 yseliny, kaspofungin, g
(SLC21A6) (OATP-C, | bilirubin, bosentan jatra, stevo
OATP2) estron-3-sulféat, o
benzylpenicilin,
T3, Ty .
repaglinid, valsartan,
olmesartan
bilirubin, enalapril, rifampicin,
estron-3-sulfat, metotrexat

SLCO1B3 OATP1B3 ’ L .,

(SLC21A8) (OATP-8) LTC4,,T3, T4, | fluvastatin, bos_entan, jatra
lu ové valsartan, telmisartan,
kyseliny, paklitaxel

OATP2B1 rosuvastatin
SLCO2B1 | (OATPB, | oiron-3-sulfat | fluvastatin, aliskiren, |13l Stevo
(SLC21A9) OATP- benzvl enicilin " | (apikaln)

RP2) yip
SLCO4C1 organické e e .
(SLC21A20) OATP-H anionty metotrexat, sitagliptin| ledviny

aciklovir, ritonavir,
acetylcholin, | lamivudin, metformin, jatra (apikaln),

SLC22A1 OCT1 progesteron, | chinidin, verapamil, ada dalSich
kortikosteron | ranitidin, famotidin, | organ

oxaliplatina

10
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organické . . | ledviny
kationty amantadin, memantm'(bazolaterélln)
SLC22A2 OCT2 o platina, ranitidin, NS
Siroké . ada dalSich
vareniklin !
spektrum organ
organické
SLC22A4 OCTN1 Ifgtlor]ty, doxorubgcm, | st evo, ledviny
Sirokée verapamil, gabapentin (apikaln )
spektrum
L-karnitin, . . .
SLC22A5 OCTN2 | organické | Petalaktamova ATB, | stevo, ledviny
Kali verapamil (apikaln), jatra
ationty
organicke acyklovir, NSAID, ledvin
SLC22A6 OAT1 anionty, Siroké furosemid, Y,
. placenta
spektrum mykofenolat
prostaglandiny allopurinol,
SLC22A7 OAT2 organické dlk!ofe,nak, paklitaxel, jatra, ledviny,
: salicylaty, mozek
anionty .
tetracykliny
. adefovir, NSAID,
organicke rosuvastatin
SLC22A8 OAT3 anionty, Siroké . .. ’ ledviny
sitagliptin,
spektrum .
mykofenolat
organicke . .
SLC22A11 OAT4 anionty, Siroké NSAID, Z,'dOVUdm’ ledviny
metotrexat
spektrum
NTCP

NTCP je Kkli ovym influxnim penaSeem pro konjugované a s niSi afinitou té
nekonjugované luové kyseliny a hraje tak vyznamnou ulohu ve fyziilgater (Alrefai
a Gill, 2007). Jeho exprese byla vyjma jater detéka i v bukach stevniho epitelu.
Vyznam NTCP pro kinetiku xenobiotik je dle aktu&éoistavu poznani relativnmaly,
nicmén byla popsana jeho uUloha v transportu NSAID sulkada inhibitoru HMG-CoA
reduktazy rosuvastatinu (Ha al, 2006; Boldeet al, 1999).

OATP

Tato skupina transportéije oznaovana jako 2jm nejd le it jSi, resp. doposud
nejlépe prozkoumana, rodina aktivnichepaSe zprostedkovavajicich vstup |& do
bun k. Dosud bylo identifikovano vice ne 50 zastupéto skupiny, z nich je ulov ka
p itomno 11. Pro kinetiku lé&v je vyznamnych pedevSim pt z nich: OATP1A2,
OATP1B1, OATP1B3 a OATP2B1 v jatrech a OATP4C1 dwieach (Niemi, 2007).
Aktivita t chto transportér je nezavisla na ftomnosti kationtu sodiku a zejména prvni

dva zminné mohou zprostdkovat obousmmny penos, kde me tvo it hnaci silu

11
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antiport redukovaného glutathionu. Spektrum substtachto transportér je Siroke
a krom mnoha organickych aniontzahrnuje i latky bazické povahy st§i molekulou
a neutralni steroidy — viz. Tab. 1 (Hagenbuch a @008). Mezi jednotlivymi OATP
transportéry je popsan podstatnyekryv substratového spektra, co na jedné stran
umo uje kompenzaci v fpad porusené funkce jednoho z nich, na druhé straman
zt uje individualni studium vlastnosti jednotlivychigiein .

Krom p enosu xenobiotik maji OATP transportéryrpzen fyziologicky vyznam
i v transportu endogennich latek. OATP1B1 byl ckemdzovan jako hlavni (na sodiku
nezavisly) bazolateralni @naSe Iu ovych Kkyselin v lidskych jatrech; OATP1A2
a OATP1B3 se zdaji mit spiSe minoritni roli; OATHA2HIe publikovanych informaci
lu ové kyseliny ve svém substratovém spektru nemagkdblick et al, 2001).

OAT

V této rodin transportér bylo dosud ulov ka identifikovano 5 zastupc
znaenych OATla OAT5 (Anzai et al, 2006). Mira exprese avyznam jednotlivych
p enaSe se v exkrenich organech liSi. V jatrech je exprimovaregevsim OAT2, jiné
formy zde sice byly rovn detekovany, jejich funkce je v3ak minoritni. Naabp
v ledvinach maji hlavni vyznam pro transportivév bu kach proximalnich ledvinnych
tubul OAT1 a OAT3 (van Montfooret al, 2003; Zairet al, 2008). Tyto transportéry
jsou schopné pnaSet organické anionty aba smry. Jejich modelovym substratem je
para-aminohippurova kyselina. Pro farmakoterapii zeiména dle itd role t chto
p enaSe Vv jaterni i renalni eliminaci napnesteroidnich antirevmatik,-laktamovych
antibiotik, diuretik, urikosurik, metotrexatu, awitotik, tetracyklin, prostaglandin

a cyklickych nukleosid (Miyazakiet al, 2004).

OCT

Jedna se o skupinu transport@odobn jako vySe uvedené OAT péati do rodiny
SLC22, jeji specifitou je penos organickych kationt pi em spektrum substréatje
u jednotlivych molekul znan Siroké. V lidskych jatrech byli dosud popsani destupci
této skupiny transportéer OCT1 a OCT3 (Koepsell 2004). OCT1 zpreskovava
obousmrny p enos organickych kationts mensi molekulou. Mezi jeho substraty pat
nap. H2 antagonisté, imatinib, metformin, oxaliplatin@bo tricyklicka antidepresiva.
V ledvinach je nejvyznamisim zastupcem OCT2 na bazolateralni membréan k

proximalnich tubul.
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2.2. ABC transportni proteiny
Ze 48 ABC transportér(7 podrodin identifikovanycABCAa ABCQ doposud

popsanych ulov ka jsou pro transport I& v elimina nich organech nejde it jSi
MDR1/ABCB1 resp. P-glykoprotein, BCRRBCG2 (z anglického ,Breast cancer
resistance protein“) a MRPRBCC2 (z anglického ,Multidrug resistance-associated
protein“) (Funk, 2008). Tyto transportéry byly ymdn detekovany na nadorovych
bu kach, kde svou Sirokou substratovou specifitou sokgu transportni kapacitou pro
odstranni cytostatik z burk p sobi rezistenci malign zm n nych bunk na vice
cytostatik souasn — fenomén ,mnohe@tné Iékoveé rezistence" (MDR — z anglického
~-multidrug resistance"), po kterém byly tyto molékod po atku pojmenovany.

Tab. 2. Efluxni ABC transportéry zapojené do expornti I1é iv z bun k (zpracovano dle
Schinkel and Jonker, 2003).

Nazev
Gen proteinu Endogenni Exogenni substraty Lokalizace
(p vodni substraty —p iklady I1é iv
ozna eni)
taxany, jatra, ledviny, sievo,
antracykliny, mozek, ada dalSich
MDR1 - kalcineurinové organ s bariérovou
steroidni S .
ABCB1 | (P- hormony inhibitory, HIV funkci
glykoprotein) antiretrovirotika,
ondansetron,
verapamil atd.
lu ové jatra
kyseliny pravastatin,
ABCBL1) BSEP (konjugované i | vinblastin, sulindak
nekonjugované
oxidovany antracykliny, vinka jatra, plice, testes
ABCC1 | MRP1* glutathion, : ’ :
leukotrien G alkaloidy, etoposid
pravastatin, jatra, ledviny, sievo,
indinavir, mozek
metotrexat, vtSina
bilirubin I iv a jejich
ABCC2 (I\QF/IF())?AT) glukuronid, metabolit
leukotrien G konjugovanych
s kyselinou
glukuronovou nebo
glutathionem
sulfatované metotrexat st evo, plice, ledviny,
ABCC3 | MRP3* lu ove KOMiUGA jatra,
. onjugaty léiv
kyseliny

13
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konjugované metotrexat, jatra, Iedvv,iny, sevo,
U Ové topotekan,_ _ ada dalSich organ
ABCC4 | MRP4* kyseliny azidothymidin,
a cyKlické nukle03|d_ova )
nukleotidy a nukleotidova
analoga
rosuvastatin, jatra, ledviny,
imatinib, lamivudin, | placenta, sevo
BCRP estion-3-sulfat | 2P
ABCG2 a kyselina :
(MXR) listova sulfatované
metabolity,
antracykliny,
nitrofurantoin

* transportéry lokalizované na bazolateralni/sind&mi membran

MDR1 (P-glykoprotein)

MDR1/P-gp pedstavuje zakladni, nejse popsany a nejlépe prozkoumany ABC
transportér ulov ka. Po identifikaci (Juliano a Ling, 1976) byl papsjeho podil na
mnoho etné |ékové rezistenci nadorovych bkin(Bosch a Croop, 1996). Lokalizace
MDR1 na apikalnich membranach burtkani s exkreni (hepatocyty, enterocyty, bky
proximalnich tubul ledvin), resp. bariérovou funkci (placenta, heraatefalicka
a testikularni bariéra) a identifikace Sirokéholg@esubstrat (Tab. 2) vedly k hypotézam
o0 mo ném vyznamu ve farmakokinetice ik (Thiebautet al, 1987). Tyto byly nasledn
potvrzeny v etnychin vitro i in vivo studiich (Fromm, 2003). MDR1 je lokalizovan na
apikalnich membranach bun s exkreni/bariérovou funkci, tj. vjatrech na
kanalikularnich membranach hepatocyesp. v ledvinach na karévém lemu burk
proximalnich tubul i ve stevnim epitelu na luminalni membrarenterocyt, kde
zprostedkovava jednosmny eflux lipofilnich latek charakteru kationt s velkou
molekulou — Tab. 2. MDR1 egjm Uzce kooperuje s procesy biotransformace, konkrétn
funkci enzymu CYP3A4, oem sv d i pekryvajici se spektrum substratiokalizace
a spolené regulani mechanizmy exprese praainictvim nuklearnich receptorPXR
(z anglického ,Pregnane X receptor®) a CAR (z aigho ,Constitutive androstane
receptor”) (Marzoliniet al, 2004).

BSEP
BSEP (z anglického ,Bile salt export pump*) byl ddsdetekovan pouze v jatrech,
kde slou i jako zakladni transportér konjugovanyeatekonjugovanych luovych kyselin
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z hepatocytu do lu, im se stava primarnzodpovdnym za samotnou tvorbu lu
Svou funkci rovn p imo navazuje nainnost bazolateralnlokalizovaného jaterniho
NTCP transportéru (Byrnet al, 2002). Sni eni exprese nebo inhibice funkce tohot
p enaSee bylo popsano jako jeden ze zakladnich mechanizoavoje intrahepatélni
cholestazy. Geneticky podmimy deficit BSEP zpsobuje zava nou poruchu nazyvanou
progresivni familiarni intrahepatalni cholestazatypu (PFIC2). Pro jaterni eliminaci
xenobiotik ma BSEP spiSe minoritni roli. Z dosuéntifikovanych substratje mo né
uveést sulindak a vinblastin (Hiranet al, 2005; Lecureuret al, 2000). S ohledem na
bezpenost terapie je vSak tkité popsani léiv-inhibitor BSEP pro identifikaci
mo nych cholestatickych komplikaci By — inhibin p sobi nap. peroralni
antidiabetikum glibenklamid (Alrefai a Gill, 2007).

MRP2

MRP2 je transportér s vyznamnou fyziologickou funlgpo ivajici v exkreci
konjugovanych metabolitendogennich latek (zejména bilirubinu) a xenokiakd Iu i
amoi (Nies a Keppler, 2007). MRP2 zaji§e v jatrech jeden ze zakladnich mechanizm
tvorby lu i, nezavislé na sekreci osmoticky aktivnich soli dvych kyselin. ulov ka
byl popséan raritni geneticky podmiy deficit MRP2, ktery se projevuje konjugovanou
hyperbilirubinémii oznaovanou jako Dubin-Johnsom syndrom (Koniget al, 1999).
Tka ova distribuce MRP2 koresponduje s distribuci kgajnich enzym faze 1l, UDP-
glukuronyltransferazou a glutathion-S-transferdzotp potvrzuje navreny model
efektivni synergie konjugaiho metabolizmu a nasledného transportu organickyc
aniont , pro ktery svd i i spole na regulace prostdnictvim nuklearnich recepto(PXR,
CAR aFXR - viz Tab. 4) (Zamek-Gliszczynskit al, 2006a). Tento transportér
p edstavuje zakladni cestu biliarni exkrece pro daj@nanionty, napklad konjugaty
lé iv s kyselinou glukuronovoui glutathionem (mateké latky i jejich metabolity), ale i
nekonjugované substraty (napmetotrexat, pravastatin, azitromycin) (Nies a plep
2007). Z tohoto dvodu byl MRP2 ve starSi terminologii oziman jako cMOAT (z
anglického ,canalicular Multispecific organic aniotransporter”) — podrobij
k vlastnostem MRP2 viz. str. 51-59 (Fuletal, 2006).

MRP1, MRP3, MRP4, MRP5 a MRP6
Tyto transportéry, podobrjako dosud nejlépe popsany MRP2 rova podrodiny

ABCC, zprostedkovavaji pedevSim v jatrech eflux exo- i endogennich latekpr jejich
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metabolit a/nebo konjugéat z bunk zpt do krve. Jejich dloha v ledvinach je zatim
objasnna minimaln, nicmén nap. MRP4 byl pekvapiv lokalizovan (na rozdil od
hepatocyt) na apikalni membrarbun k proximalnich tubul. Spektrum substratMRP1,
MRP3 a MRP4 je do znaé miry podobné MRP2 (Toyo@# al, 2008; Zhowet al, 2008).
Aktivita t chto penaSe v hepatocytech, zejména MRP3 a MRPZjm nabyva na
d leitosti b hem cholestazy, resp. deficitu MRP2, kdy zvySeiheexprese pedstavuje
kompenzani mechanizmus pro export toxickych aniontypu Iu ovych kyselin
a konjugovaného bilirubinu, které sei gholestatickych poruchach kumuluji v toe
(Zollner a Trauner, 2008). Uloha MRP5 a MRP6 v oem obratu I&v neni dle

sou asného stavu poznani vyznamna.

BCRP

BCRP je transportér, obdobnjako MDR1, pvodn popsany v nadorovych
bu kach, kde psobil jejich rezistenci kad cytostatik, nap mitoxantronu, topotekanu,
irinotekanu a doxorubicinu (Mao a Unadkat, 2005 WSSim mno stvi byl nalezen
v placent a je rovn typickym povrchovym indikdtorem kmenovych bun(Staudet al,
2006). V jatrech aledvinach je spale sMDR1 aMRP2 lokalizovan na
kanalikularnich/apikalnich membranach bkia p sobi zde jako efluxni pnase pro adu
steroid, xenobiotik a jejich konjugovanych metabolifsulfaty a glukuronidy) (Zamek-
Gliszczynskiet al, 2006b; Enokizonet al, 2007). Lokalizaci a spektrem substrée zda
byt funk n pibuzny s P-gp, nicméndosud nejasnym stdva zpsob regulace jeho

exprese a funkce.

3. Uloha transportér v eliminaci Ié iv v jednotlivych organech

Transportni proteiny pdstavuji jeden ze zakladnich mechanizgliminace |éiv
zejména @ zajisS ovani jejich biliarni exkrece v hepatocytech (viddd 1.3.1.), kde
hydrofilni |é iva musi v dy pekonat tzv. hematobiliarni bariéru. Podolkii ovou ulohu
maji transportéry pro absorpci a exkreciiléve stev arovn v ledvinach na Urovni

tubulérnich burk p edstavuji zakladni mechanizmus rawé exkrece a reabsorpceilé

3.1. Transportni procesy v jatrech

Absorpce, distribuce, metabolizmus a exkrece jsddiazinimi farmakokinetickymi
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d ji popisujicimi pohyb léiva v organizmu. Jatra edstavuji jeden z hlavnich organ
zodpov dnych za posledni dva procesy — jsou centralnirarag pro metabolizmus g

i jejich naslednou exkreci do lii Tomu odpovida Siroké spektrum biotransformiah
enzym a transportnich protein Tyto struktury tvoi funk ni kask&du, jejimi kroky jsou
vychytavani |éiv z krve do hepatocytp es jejich sinusoidalni (bazolateralni) membranu,
metabolizmus a navazujici exkrec@sti mateské latky a/nebo jejich potencialnich
metabolit do lu i — viz Obr. 1 (Chandra a Brouwer, 2004)st Iéiva nebo metabolit

m e byt transportovana zp do krevniho e it nebo m e byt vazana v hepatocytu
v depotni form. otom, které procesy a vjakém rozsahu se padilaj transportu
konkrétniho léiva, rozhoduji jeho fyzikalnchemické vlastnosti, pdevSim struktura,
velikost molekuly, rozpustnost v tucich, vazebreostupe ionizace.

Absorbované l6vo se dostavd do jater guevSim prosednictvim portalni
cirkulace, ktera pedstavuje 60-70 % krevni saturace tohoto organpatéeyty tedy po
st evnim epitelu (enterocytech) tvalalSi metabolicky i exkr&@ znan aktivni tka, se
kterou pichazi léivo do kontaktu zahy po jeho peroralnim podani. &mlupraci
s intestinalni bariérou tak funk dotvai proces presystémové eliminace (,first-pass”
efekt) (Robert®t al, 2002). Intenzivni pvod Ié iva krvi, co dosvd uje sm ovani a 25
% srdeniho vydeje do jater, vytvaoptimalni podminky i pro eliminaci parenteraln
podanych xenobiotik. Lé&vo se dostava do hepatocyt es jejich bazolateralni membranu
po smru koncentraniho gradientu v jaternich sinusoidech. Epb prostupu bazolateraini
membranou je zavisly na molekule xenobiotika, dlek nim stavu aktivnich molekul na
membran. u léiv s vySSi rozpustnosti v tucich a mensi molekym®yproces prchodu
realizovan zejména pasivni difdzi. Pro vychytaviéniv s v tSi molekulou nebo lév
polarnich i ionizovanych je vSak \Sinou nezbytnd [tomnost transportéru (van
Montfoortet al, 2003).
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'/ sinusoidalni membrana

. Hepatocyt

/Faze |\

| (CYT P450) MDR1 _
N Y\IRP2
““"Fézé/’” ‘ kanalikularni
| (UGT1A1, | BCRP ' membréna
\SULT1A1)/

ol SULTIAD BSEP

MDR3
Hepatocyt

l
MRP1 | JOATP1AZ2 'w

MRP3 OATP1B1 VDR

MRP4 OATP1B3 MRP3
MRP5 OATP2B1

MRP6 J ASBT

| Cholangiocyt

Obr. 1. Uspo adani elimina nich cest Iéiv v jatrech (p evzato a upraveno dle Zollner
and Trauner, 2008).

Lé iva jsou do hepatocyt vychytdvana pomoci transportéiNTCP (z anglického ,Na
taurocholate cotransporting polypeptide®), OAT (mgkckého ,Organic anion transporter®)
a OATP (z anglického ,Organic anion transportindypeptide*) lokalizovanych na sinusoidalni
membran hepatocytu. OAT2 zajilje vychytavani latek charakteru organickych aniartOCT1
latek charakteru organickych katiors mensi molekulou. Transport do Iuje zprostedkovan
kanalikularnimi penaSei BSEP (z anglického ,Bile salt export pump“), MRRF2 anglického
~Multidrug resistance-associated protein 2“) a BCRP anglického ,Breast cancer resistance
protein“) proteinem. MDR3 (z anglického ,Multidrugesistance protein 3*) pnasi
fosfatidylcholin, ktery vytvd ve Iu i smiSené micely spola se Iu ovymi kyselinami
a cholesterolem. MDR1 (z anglického ,Multidrug stance protein 1) transportuje i¢a
charakteru organickych kationtMRP1, MRP3, MRP4, MRP5 a MRP6 (z anglického ,Mirlig
resistance-associated protein 1, 3, 4, 5 a 6") aeolbteralni membranhepatocytu poskytuji
alternativni cestu exkrece lovych kyselin a dalSich latek charakteru organibkgmiont do
systémové cirkulace.V cholangiocytech byly popséMR1 a MRP3 s obdobnou ulohou jako
v hepatocytech, déle ASBT (z anglického ,Apical isottdependent bile acid transporter*)
transportujici luové kyseliny.

Lé ivo ve form mateské latky nebo ppadnych metabolitopousti jaterni biku
bu prostednictvim zptného transportu do krve, nebo je exportovano doi. IZatimco
prvni dj probihd obvykle po smu koncentraniho gradientu a mohou se hoaétnit
i obousmrn fungujici zastupci SLC rodiny, exkrece do iye realizovana Sinou proti

koncentranimu gradientu prostdnictvim jednosnrnych ABC transportér, pro jejich
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funkci je nutnd dodavka energie ve fortéTP — viz Tab. 2. Velkaast ABC transportér
je za timto Uelem lokalizovana na kanalikularni (lavy pol) membran hepatocyt —
viz Obr. 1 (Funk, 2008). Nteré proteiny (MRP1,3-6) jsou vSak v nezanedbétaln
mno stvi lokalizovany i na bazolateralni membrakde se Uastni pestupu xenobiotik
a jejich metabolit z bunk zp t do krve — jejich exprese a funkce je aktivovaepngna za
patofyziologickych situaci spojenych s poruSenooartiou a odtokem Ilu (cholestaza,
deficit MRP2) vy adujicich ochranu hepatocyp ed Skodlivou kumulaci endogennich
latek typu bilirubinu nebo luovych kyselin — Obr. 1 (Maheet al, 2006; Zollner
a Trauner, 2008). Aktivita ABC transportéfe zakladnim mechanizmem tvorby iu
Hlavni slo ku lu i p edstavuji osmoticky aktivni lové kyseliny, které jsou vylovany
za Uasti BSEP v monovalentni formnebo prosednictvim MRP2 v divalentni form
MRP2 se navic podili na biliarnim efluxu dalSichnjkgat, v etn bilirubinu

s navazanym diglukuronidem nebo glutathionem, @ fynkce zabezpejici druhou
slo ku tvorby Iu i, nazyvanou ,na luovych kyselinach nezavislou“ (Schinkel a Jonker,
2003). V jatrech je déle lokalizovan pro tento ergdpecificky protein MDR3 (ABCB4).
Zakladni aktivita tohoto kanalikularriokalizovaného transportéru je exkrece fosfolipid
(nap. fosfatidylcholinu) do Ilui, kde nasledn umo uji vytvaeni micel, im brani
Skodlivému detergentnimu pobeni |u ovych kyselin na okolni tka(Lo et al, 2008).
Pro lipofilni 1€ iva navic konstituuji vazebna mista, co umoje jejich lu ovy transport
do stevniho lumen a néslednou enterohepatalni cirkuiabio findlni eliminaci stolici.
Vyznam MDR3 v eliminaci lév je maly, zatim byla popsana jeho schopnost kaniz
afinitou transportovat rkteré kationty typu digoxinu, paklitaxelu nebo Metinu (Smith
et al, 2000).

3.2. Transportni procesy Vv ledvinach

Z pohledu specifity aktivniho transportu jsou v kéch ledvin, zejm vice ne
v jinych organech, podstatné fyzikalohemické vlastnosti substratu,egevsim stupe
a charakter ionizace. Proto jsou jednotlivéraSee v literatue asto rozdleny na dva
systémy — dle preference pro organické anionty rk@lionty.

Systém pro transport organickych anionv ledvinach zahrnuje dva hlavni
transportéry, OAT1 a OAT3. Na bazolateralnich me&mbch burk proximalnich tubul
jsou dale exprimovany transportéry OAT2 a OATP4Q@iz.(Tab. 1), jejich funkni
vyznam Vv kinetice l&v vSak dosud neni psn znam (Kusuhara a Sugiyama, 2009).

OAT1 a OAT3 byly prokdzany jako hlavni aktivni tegortéry pro vychytavani

19



Uvod

a koncentrovani aniontv bu kach epitelu. Oba transportéry jsou relativepecificky
inhibovany kyselinou p-aminohippurovou a benzylpdmem. Substratova spektra OAT1
a OAT3 se pekryvaji, nicmén OAT1 se zda vice fspivat k renalnimu vychytavani
nizkomolekularnich organickych aniontjako nap. antivirotik (adefovir, cidofovir
a tenofovir), naopak OAT3 se podili vice na influxuSich amfifilnich aniont, nap.
statin , sartan nebo benzylpenicilinu, které jsou rovrsubstraty jaternich transportér
pro organické anionty (Kusuhara a Sugiyama, 200#T3 dale m e p enaSet i nktera
|é iva charakteru kationt nap. H2 antagonisty, i tzv. ,zwitterionty* (,0bojetnébnty),
nap. fexofenadin. Uloha OAT1 a OAT3 v ledvinach byési popséana ¥n vivain vitro
studiich za pouiti Oatl-/- a Oat3-/- mySsi, kdy knpck-outovanych* zvat byla
pozorovana vyznamnopo d na eliminace substratt chto transportér, nap. diuretik.
Cilové struktury farmakodynamického idku n kterych diuretik jsou lokalizovany
v lumen. Ve zminnych experimentech bylo pozorovano, e riggmnost OAT1 a OAT3
redukuje koncentraci léza v lumen, im vyznamn sni uje diureticky efekt furosemidu
a bendroflumethiazidu (Eralyet al, 2006; Vallon et al, 2008). Transportéry
zprostedkujici luminalni eflux I&v dosud nebyly zcela identifikovany. Dle dainzvitro
transportnich studii za pou iti vezikuz membrany kart@vého lemu bylo navr eno, e
apikalni transport organickych aniontje tvoen dvma funknimi systémy:
(i) elektroneutralni vyrmou organickych aniont a (ii) elektrochemickym gradientem
usnadnnym transportem. ldentifikovano bylo kolik transportér, nap. NPT1
(zanglického ,N&/phosphate transporter type 1) a URAT1 (z anglieké,Urate
transporter-1), avSak jejich vyznam pro transpeériv in vivo dosud nebyl objasn.
Krom zmin nych dvou systémbyla popsana odlisSnaeti funk ni skupina, do které pat
ABC efluxni transportéry MDR1, BCRP, MRP2 a MRP4IfKihara a Sugiyama, 2009).
Hlavnim transportérem organickych kationtna bazolateralni membran
proximalnich tubul je OCT2, ktery zprostdkovava facilitovanou difuzi gnych I€iv,
nap. metforminu a cimetidinu (Koepsell, 2007). V expentech zkoumajicich efluxni
mechanizmy bylo pozorovano, e \idi koncentrani gradient H stimuluje vychytavani
kationt do vezikul z membrany karté®vého lemu. Naslednbylo vyvozeno, e systém
efluxu hydrofilnich organickych kationtdo lumen bude vyu ivat sekundarraktivni
transport. Nejdve popsanymi transportéry byly OCTN1 a OCTN2 (zglmkéeho
.carnitine/organic cation transporter). Recentbyla na apikalni membrandéle
identifikovana pro ledviny zcela specificka skupiza. MATE (z anglického ,Multidrug

and toxin extrusion®) protein skladajici se z Matel (popsan v ledvinach hlodavc
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a MATE1/SLC47A1 a MATE2K/SLCA47A2, které byly detekmy v lidskych ledvinach
(Otsukaet al, 2005; Masudat al, 2006). MATE proteiny patrntransportuji organicke
kationty vylu ované moi v nemetabolizované formpi em p estup latek membranou je

realizovan formou antiportu s protony (Kusuharaugigama, 2009).

Bunka proximalniho
tubulu

a. renalis

Obr. 2. Transportni proteiny v ledvinach (zpracovano dle Zollneat al, 2006).

Pro vstup léiv do buky na bazolaterdini stranje rozhodujici exprese OAT1 a OAT3
(z anglického ,Organic anion transporter”) pro spart aniont a OCT2 (z anglického ,Organic
cation transporter”) pro transport kationfNa apikalni membranzajis uji exkreci latek MDR1,
MRP2, MRP4 (z anglického ,Multidrug resistance piont 1“ resp. ,Multidrug resistance-
associated protein 2, 4“), OCTN1-2 (z anglickéhoartine/organic cation*) a MATE
(z anglického ,Multidrug and toxin extrusion pratgitransportéry. ASBT (z anglického ,Apical
sodium-dependent bile acid transporter’) se patilireabsorpci luovych kyselin. Za exkreci
zbuky do krve na bazolateralni membrarzodpovidaji MRP1, MRP3, MRP5 a MRP6
(z anglického ,Multidrug resistance-associated girof., 3, 5, 6).

3.3. Transportni procesy ve stev

St evni epitel pedstavuje prvni fyziologickou pka ku, kterou musi vSechna lea
a jiné latky podané per osgkonat. Akoliv lipofilni 1€ iva mohou relativh snadno projit
apikalni plazmatickou membranou enterogytejich dalSi prostup bikou a nasledn
bazolateralni membranou do systému neni v dy jiRgzsah absorpce stnim epitelem
je pitom kritickym faktorem urujicim biologickou dostupnost I&. Funk ni bariéra pro
pr nik xenobiotik je ve sev tvo ena synergii mezi enzymy biotransformace a efluknim
transportnimi proteiny. Nteré latky, je nejsou substraty pro aktivni trpod, pronikaji
do enterocytu a poté jsou konvertovany na metghddieré ji maji afinitu k transportnim
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efluxnim proteinm. Nasledn tedy mohou byt ze svniho epitelu aktivn exportovany
zp t do lumen. Zuastn né transportéry na apikalni membramnterocytu pat p edevsSim
do rodiny ABC, konkrétn je hlavni uUloha ppisovdna MDR1, MRP2 a BCRP
transportérm (Chanet al, 2004). Pokud jsou léva difundujici i prav prosla apikalni
membranou substratydhto transportér, mohou byt aktivnh p enasena zp do stevniho
lumen, rovn tak jejich metabolity (Walgrenet al, 2008). Obdobn xenobiotika ji

p itomna v systémové cirkulaci (bez ohledu nedghozi cestu vstupu) mohou podléhat
aktivni exkreci z krve gs ob membrany enterocytu do lumen (Huneéerl, 1997).

MDR1 MRP2/4 BCRP

apikalni
MRP
MDR1

| cYP3a4
PEPT1 OATP1A2 OCTN1/2 - 3

OATP2B1
Enterocyt +OATP? +M RP1/3/5

basolateralni

MDR1, MRP3

Proximalni ' -

E—— =

MRP2,CYP3A4, GST

Obr. 3. Lokalizace transportér ve stevnim epitelu a na membranach enterocytu
(zpracovano dle Chaat al, 2004).

Pro usnadmi vstupu léiv do bu ky jsou rozhodujici OATP a OCTN transportéry nakapwii
membran. Aktivni eflux do stevniho lumen je zajish ABC transportéry, konkrétnMDR1

(z anglického ,Multidrug resistance protein 1), MR/4 (z anglického ,Multidrug resistance-
associated protein 2/4“)a BCRP (z anglického ,Breascer resistance protein®). Jejich exprese se
zvySuje smrem od krypty ke Spte klku. Na basolateralni membrabyly popsany efluxni
p enaSee MRP1, MRP3 a MRP5 (z anglického ,Multidrug resiste-associated protein 1, 3, 5%).
Intenzita exprese proteirse mni v pr b hu travici trubice, zvySujici se exprese distalsimrem
byla pozorovana u MDR1 a MRP3, naopak MRP2 (spoles enzymy biotransformace) je
exprimovan nejvice v proximalniclastech.

3.4. Bariéroveé funkce transportér (mozek, placenta, gonady)

Hematoencefalicka bariéra (HEBp ispiva k homeostaze bun centralniho
nervového systému jejich ochranoueg@ potencialn Skodlivymi endo- i exogennimi

latkami. HEB je fyziologické rozhrani mezi krevnine ist m a mozkem slo ené ze
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souvislé vrstvy endotelialnich bunbez fenestraci $n propojenych pomaoci tzv. ,tight
junctions® avrstvy podprnych bunk (gliové buky avyb ky astrocyt) (Begley
a Brightman, 2003). HEB ma dwyznamné ualohy: i) umouje udr eni stélého slo eni
extracelularni mozkové tekutiny aii) vyraztimituje p echod potenciéln Skodlivych
xenobiotik vetn terapeutik do mozkoveé tkanPrav v druhé zminné (ochranné) funkci
HEB sehravaji vyznamnou ulohu aktivni efluxni tram$éry z ABC nadrodiny, které jsou
lokalizovany na krevni (apikalni) strarendotelidlnich burk, kde je jim pipisovan
zésadni podil na distribuci a exkreciilfédo/z CNS. MDR1 byl prokadzan jako ktivy
element HEB schopny aktivniho gmosu velkého mno stvi lipofilnich & ven

z endotelovych burk mozkovych kapilar, které morfologicky tvovlastni bariéru. Pozg
byly jako funk ni souast HEB popsany dalSignaSee z ABC nadrodiny, nap MRP1,
MRP2 a BCRP. Vysledkem funkce ABC efluxnich trangfo na HEB je na jedné stran
zmirn ni i zabranni ne adoucim uink m, p edevSim neurotoxicitlatek, které by jinak
do CNS snadno penetrovaly. Na straimuhé vsak tyto efluxni proteiny mohou vyznamn
omezit distribuci léiv na misto jejich farmakodynamickéhoiriku, tedy prav do CNS.
Bylo ji popsano, e nkterd neurologicka onemoam mohou byt asociovana s nadmou
expresi ABC transportér co m e mit za nasledek rezistenci k farmakoterapii —
zkoumanym neurologickym onemoenm je epilepsie. Z uvedeného wibdu se

i potencialni modulace funkce ABC transportéxprimovanych na HEB stalagdm tem
studia, jak zlepSit adouci pnik 1€ iv do CNS. Vyzkum této oblasti ne p inést
napiklad nové Iéebné modality v oblasti dosud farmakorezistentniébrem
neurologickych poruch. ABC transportéry MDR1, MRiRbo BCRP se nabizi jako cilové
struktury pro terapeutické strategie navrhujici ifikaci HEB ve smyslu zlepSeni priku
adoucich léiv do CNS, a to diky jejich lokalizaci na luminabtran endotelovych burk
mozkovych kapilar, funkci efluxni pumpy a popsanéitokému spektru substrat
Takova strategie se ne jevit opodstatnna obzvlast ve svtle pibyvajicich dkaz
identifikujicich  nadmrnou expresi tchto transportér jako hlavni patologicky
mechanizmus farmakorezistence neurologickych onamdc u n kterych populaci

pacient (Loscher a Potschka 2005).

Placentap edstavuje fyziologickou bariéru, ktera otlge cirkulaci matky a plodu.
V tSina Iéiv podanych v prb hu t hotenstvi m e, alespo do urité miry, pestoupit do
cirkulace plodu (Audus, 1999). Mira a rychlostegtupu léiva zavisi pirozen na

fyzikaln -chemickych vlastnostech I&a (molekulovd hmotnost, lipofilita, stupe
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ionizace, vazebnost na plazmatické bilkoviny), amitkém uspadani (nap
mezidruhové rozdily (Carter a Enders, 2004), tlkaS placentarni membrany)
a fyziologickych charakteristikach placenty (fok krve placentou aj.).

V lidské placent musi léivo pekonat bariéru mnohojaderného
syncytiotrofoblastu, resp. bazalni a apikalni claematickou membranu a dale musi
prostoupit endotelem fetalnich kapilar.t$ina I€iv p echazi pes tyto membrany prostou
difuzi. N ktera léiva mohou byt rozpoznana gnaSei pro endogenni substraty
(p edevSim ze skupiny SLC transporféra placentou mohou prochéazet facilitovanou
difuzi, ktera je vSak obecnmezi transportnimi @i minoritni (Ganapathyet al, 2000;
Symeet al, 2004). Hlavni vliv na omezeni prostupu farma&spplacentu maternofetalnim
smrem maji ABC transportéry MDR1, MRP2 aBCRP lokaliané na apikalni
membran syncytiotrofoblastu (St-Pierret al, 2000; Paveket al, 2003; Staudet al,
2006). Souasn se tyto transportéry podileji na odstaani endo- a xenobiotik z krve
plodu. Dosud meén objasnn byl vyznam transportér MRP1 a MRP3, které byly
lokalizovany v oblasti bazolateralni membrany syiwtsofoblastu i fetalniho endotelu
(Atkinsonet al, 2003; Nagashiget al, 2003).

Selektivni prostup xenobiotik skrze Sertoliho ku varlete je determinovan
existenci funkni tzv. hematotestikularni bariéryZarove spojeni typu ,tight junction®
u bdze Sertoliho buk varlat pedstavuji fyzikalni bariéru izolujici adluminalni
kompartment semennych tubwd zbytku organizmu. Vyvijejici se zarodé bu ky jsou
vtomto prostedi chranny ped vlivem xenobiotik i imunitniho systému. Vyzkum
konkrétnich fyziologickych mechaniznpodilejicich se na ochrazrajicich zarodenych
bun k je dosud relativn omezeny, nicménspolen s imunologickymi protektivnimi
mechanizmy je v ochranp ed Iéivy a toxiny pipisovana vyznamna role i aktivnimu
efluxu. Na membran Sertoliho (nebo i Leydigovych a myoidnich) blnbyla zatim,
analogicky jinym fyziologickym bariéram, popsangeese nkterych zastupc z rodiny
ABC transportér, nap. MRP1, BCRP a MDR1 (Bast al, 2007), u nich se mpoklada
vyznamna uloha pravp edevSim v kontinualnim aktivnim exportu menSictofilpich

molekul prochazejicich bunnou membranou (Maed al, 2007).

4. Faktory ovliv ujici expresi a funkci transportér jako zdroj Iékovych
interakci

Variabilita aktivity transportnich protein (fenotyp) zapojenych do distribuce
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a eliminace lév je, spolen se zmnami aktivity biotransformanich enzym, jednim
z hlavnich zdroj intra- a interindividualni variability v odpodi organizmu na podani
|é iva. Piinou tchto zmn je multifaktoridlni regulace exprese a funkceowgith
molekul. Primarnim determinujicim faktorem je géciet vybava — genotyp (Kerb, 2006).
AvSak pitomnost dalSich modifikujicich faktorz idka umo uje najit pimy vztah mezi
genotypem a vyslednym fenotypem.\uddem je pedevsim komplexni flexibilni systém
regulace exprese konkrétnich znaktery citliv reaguje na ptomnost latky indukujici
nebo suprimujici expresi genu. Saan je mo na pima inhibice funkce transportéru.
Aktualni vysledna aktivita kteréhokoliv transpottgale nap. i enzymu) je tak utvé&na
vlivem mnoha endogennich a exogennich mechanizim vznika unikatni prosedi
individualniho organizmu v konkrétninase, co vede k rozdilnym aktivitAm transportér

mezi jednotlivci, ale i u jednotlivce v zavislost ase.

Farmakogenetika transportu I€é iv

V d sledku pitomnosti aberantni (mutované) alely senivysledna aktivita
transportéru, co se u posti eného jedince v&in p ipad projevi sni enim nebo ztratou
funkce cilového proteinu. Jeliko se poSkozengémaSi autosomalnrecesivn, nasledky
jsou vyraznjSi u homozygot pro defektni gen. Rozvoj molekularbiologickych metod
a jejich automatizace umouji provadt pom rn rozséahlé studie, jejich vysledkem byla
nap. identifikace genetické variability u kterych transportér(p edevSim MDR1, MRP2,
BSEP azastupce skupiny OATP), ale eqevSim uvice prozkoumanych
biotransformanich enzym (nap. CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, UGT1A1l a NAT).
N které piklady vlivu mutaci v genech pro transportéry narfakoterapii z klinické praxe

jsou uvedeny v Tab. 3.

Tab. 3. Piklady klinicky vyznamnych polymorfism transportér a jejich d sledky.
(zpracovano dle Kerb, 2006; Maeda a Sugiyama, 2008)

Gen Lé ivo Klinické d sledky | Prokadzany nebo

variability p edpokladany mechanizmus
MDR1 | Fenytoin Zvysena absorpce | Hypofunk ni alely

Ié iva
MDRL1 | HIV inhibitory protedz| ZvySena dostupnostPorucha funkce P-gp

do CNS na hematoencefalické bame
OATP | Inhibitory HMG-CoA | Nedostateny efekt | Sni eny vstup lév do jater

reduktazy (statiny)
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Zm na exprese transportér

Proces exprese genetické informace zahrnuje trigiegktranslaci a postransiai
modifikaci, jejich cilem je vytvoeni funk niho proteinu a jeho spravna lokalizace. Ve
vSech djich je zapojenaada idicich aregulanich mechanizm a jakékoliv naruSeni
m e zapi init vzestup (indukci) nebo pokles (represi) veafiim mno stvi proteinu
s korespondujici znmou aktivity. V souasnosti je za klbvy krok v procesu genoveé
exprese transportérpova ovana regulace transkripce, ato zejména tmosictvim
nuklearnich receptor Tato regulace je v zasad spolena pro transportéry
i biotransformani enzymy. Pro produkty genzajis$ ujici eliminaci léiv je d le itych
n kolik receptor: AhR (z anglickeho ,Aryl hydrocarbon receptor)XR, CAR, FXR
(z anglického ,Farnesoid X receptor) a PPAR anglického ,Peroxisome proliferator-
activated receptor~) (Urquhartet al, 2007; Klaassen a Slitt, 2005; Xt al, 2005). Tyto
receptory byly detekovany v ja (n které i v cytoplazm— AhR a CAR) jaternich buk.
Po navazani substratu, kterym jeda léiv, dimerizuji s RXR (z anglického ,Retinoid X
receptor) za vzniku komplexu, ktery se vae na ka@tni oblast RE (z anglického
.fesponse element*) v promotorov@sti cilového genu. Vyznam nuklearnich receptor

v transkrip ni regulaci spolené pro transportni proteiny a jaterni enzymiplpuje Tab. 4.

Tab. 4. Vliv aktivace nuklearnich receptor na funkce enzym a transportér .
(upraveno dle Funk, 2008)

Receptor | Ligandy Regulované molekuly a jejich zmny
Vychytavani | Biotransformace Exkrece
l. faze . faze

AhR xenobiotika CYP1A1l- UGT1Al- MDR1 -
aromaticke CYP1A2- SULT1A1-
uhlovodiky GST-A2-

aldehyd-
dehydrogenazal
(ALDH) -

PXR léiva — nap. | OATP1B1- | CYP2B6- UGT1Al- MDR1 -
glukokortikoidy, | OATP1A2- | CYP2CO- GST-A2- MRP2-
rifampicin, OCT1- CYP3A4-
statiny CYP7A1-

CAR [éiva — nap. | OATP1B1- CYP2B6- UGT1Al- MRP2-
fenobarbital CYP2CO9- SULT1A1- | MRP3-
karbamazepin CYP2C19
efavirenz CYP2A6-
fenytoin CYP3A4-
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FXR lu ové OATP1B3- |CYP7Al~ | SULT2Al- |BSEP-
kyseliny, NTCP™ UGT1Al- | MRP2-

kyselina urso{ OATP1B1™
deoxycholova

PPARa fibraty, mastné CYP4A1l- MDR3 -
kyseliny CYP7A1

P ima stimulace nebo inhibice aktivniho transportu

Zatimco mo nost stimulace transportu presinictvim alosterické modulace
transportniho proteinu byla experimentalpopsana (indometacinem a sulfanitranem
navozena stimulace efluxu estradiol ZXd@-glukuronidu zprosedkovaného MRP2),
klinicky vyznam maji pedevsim interakce zalo ené na inhibici funkce akitimolekuly
(Zelceret al, 2003; Lin, 2003). Pravtento typ interakci, ktery me ohrozit bezpenost
terapie, vede k vyzkumu enzymatickych a transpohtieest eliminace lév a kvantifikaci
jejich inhibi nich vliv prostednictvim stanoveni inhibhich konstant (I a Kj), co
nasledn umo uje i predikci potencialnich interakci e (Pelkonen a Turpeinen, 2007).
Molekularni podstatou thto interakci je blokada funkce transportéru jelbstratem
(kompetitivni — hlavni typ) nebo latkou, kterd spbi vazbou mimo aktivni misto
(nekompetitivni). Dsledkem je snieni vnibi (,intrinsic*) clearance zaji®vané
konkrétnim penaSeem. Pi sou asné aplikaci léva, pro jeho celkovou kinetiku ma
inhibovana cesta klovy vyznam, pak dojde k vzestupu plazmatickych lemtiaci tohoto
lé iva. Takovy narst m e byt ulé iva s Uzkym terapeutickym oknem spojen s projevy
toxicity (Lin, 2003). Nastup inhibni interakce je tém okam ity, jeliko se jedna o gmé
p sobeni na cilovou molekulu. Rovn asové trvani takové interakce zcela koresponduje
s pitomnosti inhibitoru v mist lokalizace transportéru — odpovida tedy rovn

i biologickému poloasu eliminace inhibitoru.

5. Mo nosti vyzkumu Iékovych interakci na Urovni aktivniho transportu

Zakladnim nastrojem pro farmakologicky vyzkum aktho transportu
a potencialnich kinetickych interakci jsouvitro, in situ ain vivo modely. V pipad in
vitro systém z stava stale velkou limitaci na poli tohoto vyzkumedostatek model
zachovavajicich komplexni morfologii organu asmn i fyziologickou funkci
jednotlivych bunk. Zdanlivé vyhodyin vivo systém i izolovanych perfundovanych
organ (ve vyssi mie reflektujici skuteny fyziologicky stav organu) jsou vyva eny jejich
znanou technickou narmosti a menSi efektivitou (speba asu a experimentélnich
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zvi at) apirozen i odliSnostmi druhu laboratornich zat (hlodavc), ktery je

v experimentech pou ivan. Dale jeepme, e komplexnost fungovani celého organu
(tkhn) neumo uje uspokojiv studovat jednotlivé individualni mechanizmy pro
vychytavani i eflux substrat z exkreni tkan. Mo nosti posouzeni vlivu konkrétnich

transportér na celkovou dispozici jejich substrdé iv jsou dale omezeny neexistenci

dostaten specifickych silnych inhibitor (Funk, 2008).

5.1. Metody in vitro

asto pouivanymin vitro modelem pro studium jaterniho transportu jsou

izolované hepatocyty Modely zalo ené na hepatocytech izolovanych sk jaterni
tkdn eliminuji problémy spojené s druhovymi rozdily epatobiliarni dispozici substrat
Izolované hepatocyty jsou Siroce pou ivany pro g&iod mechanizm vychytavani léiv,
naopak jejich vyznam pro studium exknéch mechanizm je vyrazn limitovan
redistribuci kanalikularnich membranovych protemztratou polarizace buk (Ku eraet
al., 2006). Od hepatocytodvozenébun né linie (WIF-B, HepG2) schopné vytwét
~exkre ni domeény” podobné lwvym kanalkm jsou, nap po transfekci genu pro jeden
i vice penaSe , pou ivany pro studium intracelularnihogsunu a regulace transportér
(Saiet al, 1999; Zegerset al, 1998). Transfekované bumé linie jsou rovn modely
pou ivanymi i pro prmyslovy preklinicky vyzkum interakiho potencidlu novych
molekul s transportéry (pdevsim ve smyslu inhibice jejich funkce) a stamdve
zakladnich parametmap. I1Csp a K (Zhanget al, 2008). Kanalikularni exkrece substrat
je zkoumana na sparovanych hepatocytech (dvojieci bwzachované i po inkubaci
s kolagenazou, kde je zachovan dwy kanalek) (Grakt al, 1990). Naopak konveni
kultury hepatocyt (na rigidnim substratu) nejsou vhodné ke studiivaio transportu,
nebo rychle ,dediferencu;ji“, tj. ztraceji fyziologickomorfologii v etn kanalikularni sit
amizi i specifické jaterni funkce etn aktivniho transportu (LeCluyset al, 1996).
Primarni kultury uchované mezi dwa vrstvami kolagenového gelu (tzv. ,sendwia
kultivace*) vyvijeji intaktni kanalikularni sit zachovavaji expresi a funkci transportér
a polarizaci buky, a jsou tedy preferovanym a Siroce pou ivanynvitro modelem pro
vyzkum hepatobiliarni dispozice latek (Létal, 1999).

Pro vyzkum tubularni sekrece v ledvinach je mnd stv vitro systém dosud
vyznamn omezeno. Jednim ze zakladnich pou ivanych mogu ezy ledvinv etn
erstv pipravenych lidskych tkani po nefrektomii (Noza&t al, 2003). Ke studiu
transportu (substratové specifity) byl déle pourivénodel vezikul p ipravenych
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z membrany karta ového lemy co je systém velmi podobny jaternim vezikon
p ipravenym z kanalikularni membrany hepatocyTyto systémy sleduji vlastnosti
modulaci aktivniho transportu pomoci miry akumulaaéstrat uvnit veziklu. Limitaci
ledvinového modelu je skuteost, e na rozdil od jaterniho pritku vezikly z membrany
kartd ového lemu nelze pou it pro studium funkce ABC gfiich transportér, jeliko

vezikly jsou spravnorientovany vn apikalni membranou (Kusuhagtal, 2009).

5.2. Metody in situ/ ex vivo

Pati sem metody vyu ivajici izolovaného perfundovanéheva, jater i ledviny.
Ve srovnani $n vitro modely nabizeji @snjSi popis funkce transportérv absorpci
a eliminaci léiv a jeji souvislost s funkci biotransforrmach enzym. Sledovand latkai
latky jsou pidany do perfuzniho média a dopraveny do sledovamépanu. Po ukoeni
perfuze jsou meny koncentrace latky v tkani, perfuzatu a vSeamiel nich tekutinach
(nap. lu i i moi). Uvedeny model umouje sledovat ulohu azmy transportu
v konkrétnim organu jednoduseji neifin vivo experimentu s celym organizmem, jeliko
je kontrolovana koncentrace i¢a dodavaneého pmo do sledované tkana zarove je
eliminovan vliv ostatnich organ Zna nou nevyhodou perfaznich metod je technicka
(chirurgicka zrunost, laboratorni vybaveni) iasova narmost. Integrita organ
a fyziologické fungovani aktivnich molekul rovrs asem perfuze rychle klesaji (X&t
al., 2007).

5.3. Metody in vivo

Jednoznané informace pedevSim o nasledcich Iékovych interakciin@Seji
klinicka data demonstrujici inhilii nebo indukni potencial lIéiv u nemocnych nebo
zdravych dobrovolnik Pro detailnjSi vyzkum fyziologické ulohy transportéii jejich
role v Iékovych interakcich jsou vSak nezastupéelm vivo zvi eci modely. Prvni ze
z&kladnich sowasnych mo nosti pstupu k testovani funkce konkrétnich transporfér
vyu iti geneticky modifikovanych mySi nebo ipzen se vyskytujicich mutantnich
ivo ich vgenu pro konkrétni transportéer/y (tzv. ,genovyog&k-out®) (Chenet al,
2003). Geneticky ,knock-outované” mysSi jsou produ&oy rozruSenim gen pro
endogenni transportér. ikbdni mutanty P-gp nebo Mrp2 byly popsany u mpsitkan
nebo ps (Xia et al, 2007). Vyu iti mutant pro popis role transportér sebou nese znama

uskali, pedevsim jistou nepsnost diky popsanym gsto kompenzaim) zm nam
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exprese a funkce dalSich (nejen) transportniclofygickych mechanizm(Schuetzt al,
2000).

DalSi mo nostiin vivo vyzkumu je podavani znamych specifickych inhibitor
transportér/ (tzv. ,chemicky knock-out®). Zatimco pro P-gp BCRP jsou k dispozici
selektivni inhibitory, nap GF120918 (oba transportéry), LX335979 (inhibitergp)
a Ko143 (inhibitor BCRP), pro skupinu MRH OATP penaSe dosud specifické
inhibitory popsany nebyly (Xiaet al, 2007). Bhem podavéani inhibitoru me byt
sledovan farmakokineticky profilady |é iv/substrat a podrobnji popsan vliv inhibice
transportéru na jejich farmakokinetiku. Obdobyako inhibini studie mohou byt
koncipovany i studién vivo se znamymi induktory exprese transportéivedené gstupy
a pedevsim mo nost jejich potencialniho zobeah eli problematice specifity podanych
inhibitor i induktor avybru vhodné davky. V prezentovanych publikacich byly
pou ity interak ni modely zaloené na analyze kinetickych paramel# iva resp.
modelového substratu transportér ustaleném stavu po vicedennegié b nebo pi
sou asném akutnim podani druhéhoiv@ (inhibitoru resp. induktoru transportu), jeho

interak ni potenciél byl zkouman.

5.3.1. Farmakokineticka analyza

Pro hodnoceni znm farmakokinetiky léiv in vivo se u model zvySené exprese
(indukce, tj. ,up-regulace“) i sniené exprese (,represe”, tj. ,down-regulace)
transportér pou ivaji dva non-kompartmentové igtupy. Prvni je zaloeny na
kontinualnim podavani lé&za pro dosa eni ustaleného stavu plazmatickychckatraci,
druhy vychazi z jednordzového podaniva a nasledného dostate dlouhého sledovani
plazmatickych koncentraci pro ziskani jejich co kogjpletnjsiho profilu (vetn
elimina ni faze). Biliarni arenalni eliminace se fi@ z koncentraci namenych
v nasbiranych vzorcich lua moi.

Sledovani farmakokinetickych parametté iva po dosa eni jeho ustalenych
koncentraci (,steady-state“V plazm nabizi vyhodu kratSiho trvani experimentu, kdy za
pomoci vhodn zvolené narazové davky a nasledné kontinualnio ilitf infuze Ize
navodit tuto situaci do tkolika desitek minut od zahdjeni podavani. Pro vgpo

jednotlivych parametrse pak pou ivaji nasledujici rovnice:

BE=X xC
RE=Xu x Gu
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kde BE je biliarni exkrece l&va (nmol/min/kg), X tok lu i ( I/min), C koncentrace
Ié iva ve lu i ( M); RE je renalni exkrece I&va (nmol/min/kg), X%, tok moi ( I/min)

a Gy koncentrace léva v moi ( M).

Clror= R/ Gss
CLB =BE/ 055
CLR =RE/ GSS

kde Clyor je celkova clearance (ml/min/kg), R rychlost irdaZ mol/kg/min), Gs
koncentrace léva v ustaleném stavu, GLbiliarni clearance, BE biliarni exkrece, &£L
renalni clearance a RE renalni exkrece. Podil gloldi filtrace (GF) na Ck je pak

vyjad en pomoci stanoveni clearance kreatininuggJL

Ol = 20X MC);CM
kde Clkr je clearance kreatininu, wtok moi, Cy koncentrace kreatininu v mip Cp
koncentrace kreatininu v plazm

Farmakokinetické parametry iga po jednorazovéem podani vychazi z komplexni
analyzy asového prb hu plazmatickych koncentraci léa. Inicialn se z kivky ur uje
nejvySSi nam ena plazmatickd koncentrace latky(& a pislusna doba dosa eni této
koncentrace (fay. Analyza terminalni fazeasové kivky umo ni odeist eliminani
konstantu (k), ktera pedstavuje snrnici této kivky. Z ni je pak poitan biologicky
polo as eliminace (}) jako podil In2 alk. Né&sledn je poithna plocha pod k/kou
plazmatickych koncentraci (AW&) jako souet AUCy.rposiedni Ur €né logaritmicko-
linearnim lichob nikovym pravidlem mezi asem 0 (podani l&za) a asem posledni
m ené koncentrace {dsiedan) @ AUC extrapolované do nekoma (AUC rposiednix), Ktera
se uruje jako podil posledni mené koncentrace t&né k. Celkova clearance (Gk) se
ur uje vztahem:

CL,, =davka/ AUC, ,

Paraleln je po itan zdanlivy distribuni objem (Vd):
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de = CI‘Tot / keI
Distribu ni objem pro ustaleny staVds je ziskavan vztahem:

vd_ =CL, x—2UMC
AUCl'posledrH' ¥

kde AUMC je momentova plocha podkou.

Biliarni (CLg) a rendlni (Ck) clearance Ize ptomto zp sobu hodnoceni stanovit

pomoci vztahu:

ClLs = Mg/ AUC, Tposledni
CLr=Mgr/ AUC, Tposledni

kde Ms a Mg je mno stvi lé iva vylou ené do lui nebo moi b hem sledovaného obdobi.
Vyhodou tohoto dstupu je vySSi citlivost modelu na potenciélni ngna komplexnjsi
informace o kinetice (napdistribu ni objem), nevyhodou je nutnost dostatedlouhého

sledovani pro ziskani co nejkomplg#iho profilu koncentraci vase.
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Cile dizerta ni préace:

ZvysSena nebo sni ena exprese transportnich protieyfa opakovan popsanan
vitro po podani ady modelovych l&v. Pozorované zmy vedly k hypotézam, e
modulace funkce transportnich proteim e byt u ady léiv s ni Sim terapeutickym
indexem (obdobn jako ujinych latek v ppad zm n aktivity biotransformanich
enzym) pi inou klinicky signifikantnich lékovych interakci whujicich bezpenost
farmakoterapie.

Cilem pedloené prace bylo blie zkoumat a popsat mechagizlékovych
interakci na transportnich proteinech za vyuntvivo modelu potkana. Konkrétn

1. Sledovat vliv dexamethasonu jako to modelového kidtu na expresi a funkci
transportér P-gp a Mrp2 v eliminanich organech.

2. Detailn popsat morfologii zmm exprese Mrp2 transportéru v jaterni tkani po
opakovaném podavani dexamethasonu.

3. Popsat vliv amiodaronu a azitromycinu na kinetikugamickych aniont,
nizkodavkového metotrexatu, resp. konjugovanéharubihu a blie popsat
mechanizmus |lékové interakce.

4. Sledovat vliv chronického podavani amiodaronu naresi a funkci Oatp2, P-gp
a Mrp2 transportérv elimina nich organech.
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|. Fuksa L, Miuda S, Cermanova J, Bikova E and Staud F (2006) Fyziologicka
funkce MRP2. eskoslovenska fyziologie 55:57-65.

[I. Micuda S, Fuksa L, Mundlova L, Osterreicher J, Mokk, Cermanova J,
Brcakova E, Staud F, Pokorna P and Martinkova O {2®lorphological and functional
changes in p-glycoprotein during dexamethasoneeeduhepatomegaly. Clin Exp
Pharmacol Physiol 34:296-303.

lll. Micuda S, Fuksa L, Brcakova E, Osterreicher J,n@@mova J, Cibicek N,
Mokry J, Staud F and Martinkova J (2008) Zonatidmmultidrug resistance-associated
protein 2 in rat liver after induction with dexarnasone. J Gastroenterol Hepatol 23:e225-
e230.

IV. Fuksa L, Brcakova E, Cermanova J, Hroch M, Chladekolouchova G,
Malakova J, Martinkova J, Staud F and Micuda S &0Amiodarone modulates
pharmacokinetics of low-dose methotrexate in fBigpharm Drug Dispos 29:289-299.

V. Cermanova J, Fuksa L, Brcakova E, Hroch M, Kud®raKolouchova G,
Hirsova P, Malakova J, Staud F, Martinkova J, Gé&wva Z and Micuda S (2010) Up-
regulation of renal Mdrl and Mrp2 transporters dgramiodarone pretreatment in rats.
Pharmacol Res 61:129-135.

VI. Fuksa L, Brcakova E, Kolouchova G, Hirsova P,dir, Cermanova J, Staud
F, Micuda S (2010) Dexamethasone reduces methotrekdiary elimination and
potentiates its hepatotoxicity in rats. Toxicoldf7:165-171.

U kapitoly 1., IV. a VI. je pedkladatel dizertani prace prvnim autorem, vipad
kapitol II., Ill. a V. spoluautorem. Autor dizerasepsal vSechnyi trukopisy, u nich je
prvnim autorem. U prvoautorskych praci proved! doktd rovn kompletni zpracovani
dat a veSkeré dopkové prace v ramci oponentnidlzeni b hem jejich publikovani.

V praci uvedené v kapitole Il. se autor dizertacedijel na vSechin vivo
experimentech, odibu vzork a analyze proteinové exprese pomoci Western lgotl
vedenim Doc. MUDr. Stanislava Midy Ph.D. Ve spolupraci se skupinou Doc. Stauda
z Farmaceutické fakulty zavedl analyzu genové esgnegomoci metodiky kvantitativni
RT-PCR. Autorem imunohistochemické analyzy a hodnodcoptické denzity P-gp
a akumulace tuku v jatrech je pplk. prof. Jan Q@steher Ph.D. z Katedry radiobiologie,

Fakulty vojenského lékatvi Univerzity obrany. Analytické stanoveni rhodaml123
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pomoci metody HPLC provedla Ing. Lucie Mundlova stayu farmakologie Lékaké
fakulty.

V praci uvedené v kapitole Ill. se autor dizertgoedilel na vSechin vivo
experimentech a provedl analyzu exprese protpiomoci Western blotu. Kvantitativni
imunohistochemie byla op provedena pplk. prof. Jan Osterreicherem Ph.Ratedry
radiobiologie, Fakulty vojenského zdravotnictvi \mizity obrany. Stanoveni
konjugovaného bilirubinu ve vzorcich a sérovych chiemickych parametr proved|
MUDr. Norbert Cibiek Ph.D. z Ustavu klinické biochemie a diagnostikgkultni
nemocnice HK.

V praci uvedené v kapitole IV. se doktorand podiealin vivo experimentech.
HPLC analytické stanoveni koncentraci amiodaronto lprovedeno PharmDr. Janou
Malékovou Ph.D. z Ustavu klinické biochemie a diagfiky Fakultni nemocnice HK, déale
HPLC analytické stanoveni metotrexatu a azitromyciorovedli Ing. Milo§ Hroch
a Bc Jitka Hajkovéa z Ustavu farmakologie Lédaé fakulty.

V praci uvedené v kapitole V. se autor dizertacdilebnain vivo experimentech,
proved| analyzy proteinové exprese zkoumanych pramér a ve spolupraci s Mgr. Evou
Br akovou Ph.D. (Ustav farmakologie Lékké fakulty) a MUDr. Ottou Kiwerou Ph.D.
(Ustav fyziologie Lékaské fakulty) provediin vitro kumulani a efluxni experimenty
s rhodaminem-123 na primarnich potkanich hepatobyt&lPLC analytické stanoveni
koncentraci amiodaronu a reni koncentraci bilirubinu a kreatininu bylo proeed
PharmDr. Janou Malékovou Ph.D. z Ustavu klinickéchemie a diagnostiky Fakultni
nemocnice HK, dale HPLC analytické stanoveni rhadam23 proved! Ing. MiloS Hroch
z Ustavu farmakologie Lékské fakulty.

V praci uvedené v kapitole VI. se autor dizertacadifel na vSechin vivo
experimentech a proved| analyzu exprese proteomoci Western blotu a expresi mRNA
pomoci kvantitativni PCR v realnérase. Stanoveni konjugovaného bilirubinwgercich
a sérovych biochemickych parametbylo provedeno na Ustavu klinické biochemie
a diagnostiky Fakultni nemocnice HK. HPLC analy#icktanoveni metotrexatu proved|

Ing. Milo$ Hroch z Ustavu farmakologie Lék#&é fakulty.

-37-



Seznam pou ité literatury

38



Seznam pou ité literatury

Alrefai WA and Gill RK (2007) Bile acid transporgerstructure, function, regulation and
pathophysiological implication®harm Re24:1803-1823.

Anglicheau D, Flamant M, Schlageter MH, Martinezdgssinat B, Beaune P, Legendre C,
Thervet E (2003) Pharmacokinetic interaction betweerticosteroids and tacrolimus after

renal transplantatiomNephrol Dial Transplani8:2409-2414.

Anzai N, Kanai Y, Endou H (2006) Organic anion sparter family: current knowledga.
Pharmacol Scil00411-426.

Arboix M, Paz OG, Colombo T, D'Incalci M (1997) Midrug resistance-reversing agents
increase vinblastine distribution in normal tisseapressing the P-glycoprotein but do not

enhance drug penetration in brain and tedtBharmacol Exp Thet81:1226-1230.

Atkinson DE, Greenwood SL, Sibley CP, Glazier JBirlpairn LJ (2003) Role of MDR1 and
MRP1 in trophoblast cells; elucidated using retravigene transferAm J Physiol Cell
Physiol285584-591.

Audus KL (1999) Controlling drug delivery acrose filacentaEur J PharmSci8:161-165.

Badagnani I, Castro RA, Taylor TR, Brett CM, Hua>@, Stryke D, Kawamoto M, Johns SJ,
Ferrin TE, Carlson EJ, Burchard EG, Giacomini KNO@8) Interaction of methotrexate with
organic-anion transporting polypeptide 1A2 andgémetic variants] Pharmacol Exp Ther
318521-529.

Baier PK, Hempel S, Waldvogel B, Baumgartner U @O0Zonation of hepatic bile salt
transportersDig Dis Sci51:587-593.

Bart J, Groen HJ, van der Graaf WT, Hollema H, Hise NH, Vaalburg W, Sleijfer DT, de
Vries EG (2002) An oncological view on the bloodtie barrierLancet OncoB: 357-363.

Baynes JW (2005) Medical biochemistry. Elsevier Mgd>hiladelphia.

Begley DJ and Brightman MW (2003) Structural andchional aspects of the blood-brain
barrier.Prog Drug Re$1:39-78

Bolder U, Trang NV, Hagey LR, Schteingart CD, Too-NT, Cerre C, Elferink RP, Bosch |
and Croop J (1996) P-glycoprotein multidrug resiseaand canceBiochim Biophys Acta

39



Seznam pou ité literatury

1288F37-F54.

Borst P, de Wolf C, van de Wetering K (2007) Multig resistance-associated proteins 3, 4,
and 5.Pflugers Arcrd53661-673.

Byrne JA, Strautnieks SS, Mieli-Vergani G, Higgi@§, Linton KJ, Thompson RJ (2002)
The human bile salt export pump: characterizatibsubrstrate specificity and identification
of inhibitors.Gastroenterology.231649-1658.

Carter AM and Enders AC (2004) Comparative aspettsrophoblast development and
placentationReprod Biol Endocrino?:46.

Courtois A, Payen L, Guillouzo A, Fardel O (1999-tégulation of multidrug resistance-
associated protein 2 (MRP2) expression in rat loeyédés by dexamethasoneEBS Lett
459381-385.

Davenport M, Stringer MD, Tizzard SA, McClean P,elliVergani G, Hadzic N (2007)
Randomized, double-blind, placebo-controlled triaf corticosteroids after Kasai

portoenterostomy for biliary atresidepatology46:1821-1827.

Demeule M, Jodoin J, Beaulieu E, Brossard M, BaliveR (1999) Dexamethasone
modulation of multidrug transporters in normal tiss.FEBS Let142208-214.

Enokizono J, Kusuhara H, Sugiyama Y (2007) Involeamof breast cancer resistance
protein (BCRP/ABCG2) in the biliary excretion anttastinal efflux of troglitazone sulfate,
the major metabolite of troglitazone with a chadisteffect.Drug Metab Dispo85:209-214.

Eraly SA, Vallon V, Vaughn DA (2006) Decreased temrganic anion secretion and plasma
accumulation of endogenous organic anions in OATdck-out miceJ Biol Chenm281:5072-
5083.

Fromm MF (2003) Importance of P-glycoprotein fouglrdisposition in human&ur J Clin
Invest33,Suppl 26-9.

Funakoshi S, Murakami T, Yumoto R, Kiribayashi Ydahakano M (2005) Role of organic
anion transporting polypeptide 2 in pharmacokireeti€ digoxin and beta-methyldigoxin in
rats.J Pharm Scb4:1196-1203.

40



Seznam pou ité literatury

Funk C (2008) The role of hepatic transportersrigcelimination.Expert Opin Drug Metab
Toxicol4:363-379.

Ganapathy V, Prasad PD, Ganapathy ME, Leibach PO2Placental transporters relevant
to drug distribution across the maternal-fetalriiatee.J Pharmacol Exp The294:413-420.

Graf J and Boyer JL (1990) The use of isolatedhegatocyte couplets in hepatobiliary
physiology.J Hepatol10:387-394.

Grim J, Chladek J, Martinkova J (2003) Pharmacdiieeand pharmacodynamics of

methotrexate in non-neoplastic diseas#s Pharmacokine#2:139-151.

Hagenbuch B and Gui C (2008) Xenobiotic transpsrtef the human organic anion
transporting polypeptides (OATP) familgenobiotica38:778-801.

Hirano M, Maeda K, Hayashi H, Kusuhara H, Sugiyah#&005) Bile salt export pump
(BSEP/ABCB11) can transport a nonbile acid substraptavastatinJ Pharmacol Exp Ther
314:876-882.

Hirsch-Ernst Kl, Kietzmann T, Ziemann C, JungermafnKahl GF (2000) Physiological
oxygen tensions modulate expression of the mdrlhbidrug-resistance gene in primary rat
hepatocyte culture&iochem B50 Pt 2443-451.

Ho RH, Tirona RG, Leake BF, Glaeser H, Lee W, Ler@ke Wang Y, Kim RB (2006) Drug
and bile acid transporters in rosuvastatin hepafptake: function, expression, and

pharmacogenetic§&astroenterology 30:1793-1806.

Hofmann AF (1999) Sulindac is excreted into bile &dganalicular bile salt pump and

undergoes a cholehepatic circulation in r&astroenterology17:962-971.

Hunter J, Hirst BH (1997) Intestinal secretion afigs. The role of P-glycoprotein and related
drug efflux systems in limiting oral drug absorptiddv Drug Del Re25:129-157.

Chan LM, Lowes S, Hirst BH. (2004) The ABCs of drtrgnsport in intestine and liver:
efflux proteins limiting drug absorption and biodahility. Eur J Pharm Sc21, 25-51.

Chandra P and Brouwer KL (2004) The complexitieshepatic drug transport: current
knowledge and emerging conce@®barm Re21:719-735.

41



Seznam pou ité literatury

Chen C, Liu X, Smith BJ (2003) Utility of Mdrl1-genkeficient mice in assessing the impact
of P-glycoprotein on pharmacokinetics and pharmgeachics in drug discovery and
developmentCurr Drug Metab4:272-291.

Ito K, Suzuki H, Horie T, Sugiyama Y (2005) Apidadsolateral surface expression of drug
transporters and its role in vectorial drug tramsg@harm Re22:1559-1577.

Juliano RL and Ling V (1976) A surface glycoprotemodulating drug permeability in
Chinese hamster ovary cell mutarBgchim Biophys Actd55152-162.

Kakumoto M, Takara K, Sakaeda T, Tanigawara Y, KitaOkumura K (2002) MDR1-
mediated interaction of digoxin with antiarrhythrmoc antianginal drugsBiol Pharm Bull
25:1604-1607.

Katoh M, Nakajima M, Yamazaki H, Yokoi T (2001) Ibfiory effects of CYP3A4 substrates
and their metabolites on P-glycoprotein-mediataddportEur J Pharm Sci2:505-513.

Kerb R (2006) Implications of genetic polymorphisme drug transporters for

pharmacotherapyCancer Let34:4-33.

Klaassen CD and Slitt AL (2005) Regulation of hép#&iansporters by xenobiotic receptors.
Curr Drug Metab6:309-328.

Kodawara T, Masuda S, Wakasugi H, Uwai Y, FutamiS&jto H, Abe T, Inu K (2002)
Organic anion transporter oatp2-mediated interadbetween digoxin and amiodarone in the
rat liver.Pharm Red4.9:738-743.

Koepsell H (2004) Polyspecific organic cation tqamigers: their functions and interactions
with drugs.Trends Pharmacol S@i5:375-381.

Koepsell H, Lips K, Volk C (2007) Polyspecific orga cation transporters: structure,
function, physiological roles, and biopharmaceduticglications.Pharm Re24:1227-1251.

Konig J, Rost D, Cui Y, Keppler D (1999) Charactation of the human multidrug resistance
protein isoform MRP3 localized to the basolaterapdtocyte membraneHepatology
29:1156-1163.

Ku era O, Lotkova H, Kvakova P, RouSar T, ervinkova Z (2006) Modelové systémy pro

42



Seznam pou ité literatury

studium toxického poskozeni hepatociyt vitro. eskoslov Fyzidb5:103-110.

Kusuhara H and Sugiyama Y (200@) vitro-in vivo extrapolation of transporter-mediated
clearance in the liver and kidndyrug Metab Pharmacokine4:37-52.

LeCluyse EL, Bullock PL, Parkinson A (1996) Straésgfor restoration and maintenance of
normal hepatic structure and function in long-tecoitures of rat hepatocyteddv Drug
Deliv Rev22:133-186.

Lecureur V, Courtois A, Payen L, Verhnet L, GuilbouA, Fardel O (2000) Expression and
regulation of hepatic drug and bile acid transpsrfeoxicology153203-219.

Lee CH (2001) Induction of P-glycoprotein mRNA tsaripts by cycloheximide in animal
tissues: evidence that class | Pgp is transcriplipmegulated whereas class Il Pgp is post-
transcriptionally regulatedviol Cell Biochen216:103-110.

Lin JH (2003) Drug-drug interaction mediated byibtion and induction of P-glycoprotein.
Adv Drug Deliv Re%5:53-81.

Litman T, Jensen U, Hansen A, Covitz KM, Zhan Ztsek P, Abati A, Hansen PR, Horn T,
Skovsgaard T, Bates SE (2002) Use of peptide atitboto probe for the mitoxantrone
resistance-associated protein MXR/BCRP/ABCP/ABCREigachim Biophys Acta5656-16.

Liu X, LeCluyse EL, Brouwer KM, Lightfoot RM, Leel,JBrouwer KL (1999) Use of Ca
modulation to evaluate biliary excretion in sandwaultured rat hepatocyted. Pharmacol
Exp Ther289.1592-1599.

Lo SG, Petruzzelli M, Moschetta A (2008) A tranglatl view on the biliary lipid secretory
network.Biochim Biophys Acta78179-96.

Léscher W and Potschka H (2005) Drug resistancerain diseases and the role of drug
efflux transporteraNat Rev Neuros@:591-602.

Maeda T, Goto A, Kobayashi D, Tamai | (2007) Tramspf organic cations across the
blood-testis barrietvol Pharm4:600-607.

Maeda K and Sugiyama Y (2008) Impact of genetig/mpolrphisms of transporters on the

pharmacokinetic, pharmacodynamic and toxicologigedperties of anionic drugdDrug

43



Seznam pou ité literatury

Metab Pharmacokinegt3;223-235.

Maher JM, Cherrington NJ, Slitt AL, Klaassen CD @D Tissue distribution and induction of
the rat multidrug resistance-associated proteiasdb6.Life Sci78:2219-2225.

Mao Q and Unadkat JD (2005) Role of the breasteraresistance protein (ABCG2) in drug
transportAAPS J7:E118-E133.

Marumo T, Fukusato T, Takikawa H (2004) Biliary exteon of bile acids and organic anions
in rats with dichloroethylene-induced bile candleunjury. J GastroenteroB9:981-987.

Marzolini C, Paus E, Buclin T, Kim RB (2004) Polyrpbisms in human MDR1 (P-

glycoprotein): recent advances and clinical releea@lin Pharmacol Thei75:13-33.

Masuda M, I'lzuka Y, Yamazaki M, Nishigaki R, Katg Ni'inuma K, Suzuki H, Sugiyama
Y (1997) Methotrexate is excreted into the bile danalicular multispecific organic anion
transporter in ratsCancer Re$7:3506-3510.

Masuda S, Terada T, Yonezawa A (2006) Identificatamd functional characterization of
anew human kidney-specific "Fdrganic cation antiporter, kidney-specific multigr and
toxin extrusion 2J Am Soc Nephrdl7: 2127-2135.

McLeod HL (1998) Clinically relevant drug-drug inéetions in oncology.Br J Clin
Pharmacol45:539-544.

Miyauchi S, Sawada Y, Iga T (1993) Comparison @f tlepatic uptake clearances of fifteen
drugs with a wide range of membrane permeabilinasolated rat hepatocytes and perfused
rat livers.Pharm Red.0:434-440.

Miyazaki H, Sekine T, Endou H (2004) The multisfiecorganic anion transporter family:

properties and pharmacological significanbends Pharmacol S@5:654-662.

Nagashige M, Ushigome F, Koyabu N, Hirata K, KawabuM, Hirakawa T, Satoh S,
Tsukimori K, Nakano H, Uchiumi T, Kuwano M, Ohtail, Sawada Y (2003) Basal
membrane localization of MRP1 in human placentghoblastPlacenta24:951-958.

Nakatsukasa H, Silverman JA, Gant TW, Evarts RRyrgéirsson SS (1993) Expression of
multidrug resistance genes in rat liver during reggation and after carbon tetrachloride

44



Seznam pou ité literatury

intoxication.Hepatologyl18:1202-1207.

Niemi M (2007) Role of OATP transporters in thepaisition of drugsPharmacogenomics
8:787-802.

Nies AT and Keppler D (2007) The apical conjugdtkne pump ABCC2 (MRP2)Pflugers
Arch453643-659.

Nozaki Y, Kusuhara H, Kondo T (2007) Charactermatof the uptake of organic anion
transporter (OAT) 1 and OATS3 substrates by humaiméy slicesJ Pharmacol Exp Ther
321:362-369.

Ohyama K, Nakajima M, Nakamura S, Shimada N, Yarkiath and Yokoi T (2000)
A significant role of human cytochrome P450 2C8 amiodarone N-deethylation: an
approach to predict the contribution with relatactivity factor.Drug Metab Dispo£8:1303-
1310.

Otsuka M, Matsumoto T, Morimoto R (2005) A humaangporter protein that mediates the
final excretion step for toxic organic catiosoc Natl Acad Sci USA0217923-17928.

Pavek P, Staud F, Fendrich Z, Sklenarova H, Libr&évotna M, Kopecky M, Nobilis M,
Semecky V (2003) Examination of the functional atyi of P-glycoprotein in the rat

placental barrier using rhodamine 123harmacol Exp The3051239-50.

Pelkonen O and Turpeinen M (200If) vitro-in vivo extrapolation of hepatic clearance:
biological tools, scaling factors, model assumpi@amd correct concentrationsenobiotica
37:1066-1089.

Reynolds NJ, Jones SK, Crossley J, Harman RR (19@®hotrexate induced skin necrosis:
a drug interaction with amiodaronB®J 299980-981.

Roberts MS, Magnusson BM, Burczynski FJ, Weiss M0@ Enterohepatic circulation:
physiological, pharmacokinetic and clinical impticas.Clin Pharmacokine#t1:751-790.

Sai Y, Nies AT, Arias IM (1999) Bile acid secreti@nd direct targeting of mdrl-green
fluorescent protein from golgi to the canaliculaembrane in polarized WIF-B cell3.Cell
Scil1124535-4545.

45



Seznam pou ité literatury

Shimada T, Terada A, Yokogawa K, Kaneko H, NomureKidji K, Kaneko S, Kobayashi K,
Miyamoto K (2002) Lowered blood concentration afrtdimus and its recovery with changes
in expression of CYP3A and P-glycoprotein afterhhitpse steroid therapyransplantation
74:1419-1424.

Schinkel AH and Jonker JW (2003) Mammalian drudugftransporters of the ATP binding
cassette (ABC) family: an overviewdv Drug Deliv Re®5:3-29.

Schuetz EG, Umbenhauer DR, Yasuda K, Brimer C, Bguly, Relling MV, Schuetz JD,
Schinkel AH (2000) Altered expression of hepatitociiromes P-450 in mice deficient in

one or more mdrl gendgol Pharmacol57:88-197.

Smith AJ, van HA, van MG, Szabo K, Welker E, Szaké&; Varadi A, Sarkadi B, Borst P
(2000) MDR3 P-glycoprotein, a phosphatidylcholirenslocase, transports several cytotoxic
drugs and directly interacts with drugs as judggdnberference with nucleotide trapping.
Biol Chem27523530-23539.

Staud F, Vackova Z, Pospechova K, Pavek P, CedkihuMabra A, Cygalova L, Nachtigal P,
Fendrich Z (2006) Expression and transport actiafybreast cancer resistance protein
(Bcrp/Abcg2) in dually perfused rat placenta andPdR cell line.J Pharmacol Exp Ther
31953-62.

St-Pierre MV, Hagenbuch B, Ugele B, Meier PJ, 8tatth T (2002) Characterization of an
organic anion-transporting polypeptide (OATP-B) hnman placental Clin Endocrinol
Metab87:1856-1863.

Syme MR, Paxton JW, Keelan JA (2004) Drug transfed metabolism by the human
placentaClin Pharmacokine#t3.487-514.

Takeda M, Khamdang S, Narikawa S, Kimura H, Hos@@aM, Cha SH, Sekine T, Endou
H (2002) Characterization of methotrexate transpord its drug interactions with human

organic anion transporterd Pharmacol Exp The302666-671.

Takeuchi A, Masuda S, Saito H, Doi T, Inui K (200R9le of kidney-specific organic anion
transporters in the urinary excretion of methottexgidney Int60:1058-1068.

Thiebaut F, Tsuruo T, Hamada H, Gottesman MM, Pastd/illingham MC (1987) Cellular

46



Seznam pou ité literatury

localization of the multidrug-resistance gene padRrglycoprotein in normal human tissues.
Proc Natl Acad Sci USB84:7735-7738.

Thyss A, Milano G, Renee N, Cassuto-Viguier E, JamiP, Soler C (1993) Severe
interaction between methotrexate and a macrollde-lantibiotic. J Natl Cancer Inst
85:582-583.

Toyoda Y, Hagiya Y, Adachi T, Hoshijima K, Kuo MTshikawa T (2008) MRP class of
human ATP binding cassette (ABC) transporters:ohisdl background and new research
directions.Xenobiotica38:833-862.

Urquhart BL, Tirona RG, Kim RB (2007) Nuclear retms and the regulation of drug-
metabolizing enzymes and drug transporters: imjptina for interindividual variability in
response to drugg.Clin Pharmacol7:566-578.

Vallon V, Rieg T, Ahn SY (2008) Overlappimg vitro andin vivo specificities of the organic
anion transporters OAT1 and OAT3 for loop and tidi@zdiuretics.Am J Physiol Renal
Physiol294F867-873.

van der Graaf WT, Buter J, de Vries EG, Willemse Blgijfer DT and Mulder NH (1994a)
High dose oral amiodarone added to doxorubicin @ndesine for overcoming multidrug

resistance in solid tumordnn Oncol5:659-660.

van Montfoort JE, Hagenbuch B, Groothuis GM, Kodpse Meier PJ, Meijer DK (2003)
Drug uptake systems in liver and kidn€&urr Drug Metab4:185-211.

Venter JCet al. (2001) The sequence of the human gen®@uoence291:1304-1351

Vlaming ML, Pala Z, van Esch A, Wagenaar E, de W&, van de Wetering K, van der
Kruijssen CM, Oude Elferink RP, van Tellingen O,hi&el AH (2009) Functionally
overlapping roles of Abcg2 (Bcrpl) and Abcc2 (Mrp2)he elimination of methotrexate and
its main toxic metabolite 7-hydroxymethotrexatevivo. Clin Cancer Re45:3084-3093.

Walgren RA, Karnaky KJ, Lindenmayer GE, Walle T @2 Efflux of dietary flavonoid
quercetin 4’-beta-glucoside across human intest®ato-2 cell monolayers by apical

multidrug resistance-associated proteinRBharmacol Exp The294:830-836.

Weinhouse E, Kaplanski J, Zalzstein E, Genchik ®ltad D and Nudel D (1988)

47



Seznam pou ité literatury

Mechanisms of digoxin-amiodarone interaction in tae Proc Soc Exp Biol Med8896-
102.

Wolff JE, Hauch H, Kuhl J, Egeler RM, Jurgens H 989 Dexamethasone increases
hepatotoxicity of MTX in children with brain tumor&nticancer Re48:2895-2899.

Xia CQ, Milton MN, Gan LS (2007) Evaluation of drtiginsporter interactions usimg vitro
andin vivo models Curr Drug Metab8:341-63.

Xu C, Li CY, Kong AN (2005) Induction of phase I,dnd Il drug metabolism/transport by
xenobiotics Arch Pharm Re&8:249-268.

Yamreudeewong W, DeBisschop M, Martin LG and Lowé&r(2003) Potentially significant
drug interactions of class Il antiarrhythmic druBsug Saf26:421-438.

Zair ZM, Eloranta JJ, Stieger B, Kullak-Ublick GARQ08) Pharmacogenetics of OATP
(SLC21/SLCO), OAT and OCT (SLC22) and PEPT (SLCt&psporters in the intestine,
liver and kidneyPharmacogenomic8.597-624.

Zamek-Gliszczynski MJ, Hoffmaster KA, Nezasa K, lir@n MN, Brouwer KL (2006a)
Integration of hepatic drug transporters and phhseetabolizing enzymes: mechanisms of
hepatic excretion of sulfate, glucuronide, and aghibne metabolitesEur J Pharm Sci
27:447-486.

Zamek-Gliszczynski MJ, Nezasa K, Tian X, Kalvass P@tel NJ, Raub TJ, Brouwer KL
(2006b) The important role of Bcrp (Abcg2) in thdidoy excretion of sulfate and
glucuronide metabolites of acetaminophen, 4-methpkiliferone, and harmol in mic&lol
Pharmacol70:2127-2133.

Zegers MM and Hoekstra D (1998) Mechanisms and tiomal features of polarized
membrane traffic in epithelial and hepatic celachem B36.257-269.

Zelcer N, Huisman MT, Reid G, Wielinga P, BreedvBldKuil A, Knipscheer P, Schellens
JH, Schinkel AH, Borst P (2003) Evidence for twtenacting ligand binding sites in human
multidrug resistance protein 2 (ATP binding cass€®).J Biol Chem27823538-23544.

Zhang L, Zhang YD, Strong JM, Reynolds KS, Huang @B08) A regulatory viewpoint on
transporter-based drug interactiokenobiotica38.709-24.

48



Seznam pou ité literatury

Zhou SF, Wang LL, Di YM, Xue CC, Duan W, Li CG, ¥i(2008) Substrates and inhibitors
of human multidrug resistance associated protandstlae implications in drug development.
Curr Med Cheni5:1981-2039.

Zollner G and Trauner M (2008) Mechanisms of chtakgis.Clin Liver Dis12:1-26.

Zollner G, Marschall HU, Wagner M, Trauner M (2008dle of nuclear receptors in the
adaptive response to bile acids and cholestasibogenetic and therapeutic considerations.
Mol Pharm3:231-51.

49



FYZIOLOGICKA FUNKCE MRP2

Fuksa L, Mi uda S, Cermanova J, Bikova E and Staud Fyziologicka funkce MRP2
eskoslovenska fyziologie 55, 57-65. 2006

50



Fyziologicka funkce MRP2

Fuksa L., Mi¢uda S., Cermanova J., Bréakova E., Staud F.*

Jstav Farmakologie, Lékaisksd Fakulta v Hradei Krélové. Karlova Univerzita v Praze "Katedra Farmakologie
a toxtkologre, Farmaceuticka Fakulta v Hradcr Krélové, Karlova Univerzita v Praze, Ceska republika

SOUHRN

Studium Glohy transportnich proteinl ve farmakokinetice a farmakodynamice 1é€iv je rychle se rozvijejici oblasti
biomedicinského vyzkumu. MRP2 pfenaseé, exprimovan na apikalni membrané bunék mnoha absorpénich a exkreé-
nich organd, ma nezanedbatelny vliv na farmakokinetické parametry rady |ééiv. Jeho zvyZena exprese v nadorovych
burikach také svédéi o podilu na fenoménu mnohocetné rezistence viéi cytostatikiim. Ve zdravych tkanich za fyziolo-
gickych podminek naopak zlouzi jako prostredek detoxikace a ochrany pred nezadoucimi latkami. To doklada i dobre
prokazana spojitost exprese a regulace MRP2 transportéru s daléimi mechanizmy ovlivhujicimi absorpei, distribuci
a eliminaci latek, kuprikladu biotransformacnimi enzymy |. a Il. faze a dalzimi efluxnimi transportery (P-glykoprotein
atd.). MRP2 tak predstavuje vyznamny ¢lanek v komplexnim dynamickém systému ochrany organizmu pred posko-
zenim chemickymi latkami. Aékoliv soudasné znalosti o tomto transportéru nejzou zdaleka kompletni, poskytuji dnes
Zanci pro lepéi pochopeni farmakedynamickych a farmakokinetickych vlastnosti fady xenobiotik. Poznani mecha-
nizma zapojenych do regulace exprece a funkce MRP2 na molekularni Grovni tak pfinagi do budoucna moznost
vyrazneho zefektivnéni farmakoterapie pomoci modulace jeho aktivity.

Klidova slova: MRP2, multidrug resistence, jatra, biliarni sekrece, transport xenobiotik

SUMMARY

The role of transport proteins in distribution, action and toxicity of drugs has recently become an increasingly popu-
lar zcope of biomedicinal rezearch. The MRPZ2 transporter, expressed in the apical membrane of polarized cellz in
organs of absorption and excretion, has a conzsiderable impact on pharmacokinetic parameters of many substances.
Increased expression of MRP2 found in tumour cells suggests its contribution to multidrug rezistence phenomenon.
In healthy tissues under physiological conditions, MRP2 functions as a mean of detoxification as well as protection
against potentially harmful xenobiotics. Accordingly, the tissue distribution and regulation of MRP2 transporter was
proven to be coordinated with other mechanizms responsible for abzorption, distribution, and elimination of sub-
stances, namely with enzymes of phacse | and |l biotransformation, and other efflux transporters (P-glycoprotein ete.).
Therefore, MRP2 plays an important role in the complex dynamic system of organism’s defense against harmful
chemical substances. Although present knowledge of this transporter are incomplete, it provides better understan-
ding of farmacodynamic and farmacokinetic properties of many drugs. Furthermore, the increasing understanding
of mechanisms involved in regulation of expression and function of MRP2 at the molecular level may alse bring us
to more effective therapeutic approaches through modulation of the transporters’ function.

Key words: MRP2: multidrug resistence; liver; biliar secretion; tranzport of xenobiotics

UvoD

Aby se lé¢1va dostala na misto svého uéinku, musi zpra-
vidla projit pies fadu bunéénych membran. Toho mohou
dosahnout bud’ prostou (pasivni) difiizi nebo riznymi trans-
portnimi procesy zprostiedkovanymi specifickymi prenase-
¢i. Tyto transportéry se podileji jak na importu (influxu) latek
do bunék, tak na jejich exportu (efluxu) z bunsk.

Obecné lze konstatovat, Ze membranova permeabilita je
z velké ¢asti preduréena tyzikalné-chemickymi vlastnostmi
latek, predevsim jejich lipofilitou. Nicméné zvysena lipofilita
neni vzdy zarukou dobré absorpce a penetrace do bunék diky

existenci transportnich proteint, nebot’ pravé efluxni mecha-
nizmy mohou velmi podstatné determinovat schopnost 1é¢iva
kumulovat se v bunkach, resp. tkanich. Klinicky a toxikolo-
gicky vyznam téchto makromolekul spoéiva v jejich znaéném
podiluna distribuci a eliminaci lé¢iv a xenobiotik obecné.

ABC transportni proteiny
ABC transportéry (z anglického ATP-binding cassette)

jsou znaéné rozséhlou nadrodinou, jejimz spoleénym struk-
turnim znakem je vysoce konzervativni doména pro vazbu

Ceskoslovenska fyziologie 55/2006 &. 2

51



52

Fyziologicka funkce MRP2



53

Fyziologicka funkce MRP2



54

Fyziologicka funkce MRP2



55

Fyziologicka funkce MRP2



56

Fyziologicka funkce MRP2



57

Fyziologicka funkce MRP2



58

Fyziologicka funkce MRP2



MORPHOLOGICAL AND FUNCTIONAL
CHANGES IN P-GLYCOPROTEIN DURING
DEXAMETHASONE-INDUCED
HEPATOMEGALY

Micuda S, Fuksa I Mundlova L, Osterreicher J, Mokry J, CermanovBréakova E,
Staud F, Pokorna P and Martinkova J (20@@)phological and functional changes in p-
glycoprotein during dexamethasone-induced hepataiyeGlin Exp Pharmacol Physiol

34:296-303.
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METHOTREXATE BILIARY ELIMINATION
AND POTENTIATES ITS HEPATOTOXICITY

IN RATS
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S (2010)Dexamethasone reduces methotrexate biliary elindnand potentiates its

hepatotoxicity in ratsToxicology 267:156-171.
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Aktivni transmembranovy transport je vyznamnym da& zasahujicim do
farmakokinetiky léiv, a to bu usnadnnim nebo naopak zabrarim v pestupu léiv p es
fyziologické bariéry nebo meziznymi kompartmenty. Membranové transportéry taki maj
vedle enzym podstatny vliv na osud l&a v organizmu. Spektrum a mira exprese
transportér a jejich lokalizace na cytoplazmatickych membrénéan k pak ovliv uje
pr b h zakladnich farmakokinetickych jd absorpce, distribuce, metabolizmu a exkrece
lé iva. Nicmén aktivita transportnich proteinm e byt modifikovana adou vliv , mj.
sou asn podavanymi léivy. Kombinace léiv, kde jedno moduluje transport dalSiho, tak
m e podminit zmny farmakokinetiky a nasledn farmakodynamiky, dochazi k Iékové
interakci.

Studie popsané v edlo ené dizertani praci se vnovaly bli Simu popisu lévy
navozenych zm exprese a funkce hlavnich transportnich proteifatrech a ledvinach
a jejich vlivu na farmakokinetiku modelovych suldstr Pozornost byla sousd na
p edevsim na ABC efluxni transportéry (konkréBrgp, Mrp2) lokalizované na apikalnich
membranach builk exkre nich organ, a Oatp2 transportér ity pro vstup léiv do
bun k p es bazolateralni membranu. Pou itymiilg pro bli Si popis zmn v aktivnim
transportu byly dexamethason a amiodaron. Dexarsethge velmi silny synteticky
kortikosteroid, kteryin vitro i in vivo prokdzal vyznamny induki vliv na eliminani
procesy, tj. biotransformai enzymy i transportéry. Naopak amiodaron, ivathra ujici
antiarytmikum, je znamym inhibitorem metabolizmuivéa recentn byl popsan jeho
p imy inhibi ni vliv i na aktivni transportéry.

Bylo pozorovano, e podavani dexamethasonu stimrsuloglkovou clearance
rhodaminu-123, modelového substratu P-gp, zvySepiiarni i mo ové exkrece. Na
molekularni drovni byla potvrzena zvySena genoy@rese i zvySené mno stvi proteinu na
membran. Detailni kvantitativni imunohistochemicka analyzaork jaterni tkan
ukazala, e P-gp je primarnexprimovan pedevsim v periportaln lokalizovanych
hepatocytech jaterniho acinu, i gm relativni narst exprese them podavani
dexamethasonu je vyznammvySSi v perivendzni zon Souasn jsme popsali jaterni
steatdzu navozenou podavanim dexamethasonu —ogiskf prokadzanou pdevsSim
v periportalnich bukach.

Obdobn jako uP-gp, i uMrp2 transportéru jsme za poustiejné metody
kvantitativn popsali fyziologickou lokalizaci pdevSim v periportalni oblasti a vyznamny
relativni narst smrem k uniformni expresi v celém acinu podavani steroidu. Zvyseni

exprese Mrp2 po podani dexamethasonu bylo prokdtammalyzou exprese proteinu
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a zvySenim biliarni exkrece konjugovaného bilirubin endogenniho substratu tohoto
transportéru.

V dalSi studii jsme pozorovali vyraznou modifikddnetiky metotrexatu, Siroce
pou ivaného antirevmatika a antineoplastika, za asného podani amiodaronu. Po
aplikaci amiodaronu v davce navozujici plazmatickkoncentrace identické
s terapeutickymi ulov ka bylo pozorovano podstatné sni eni biliarni (agspondujici
pokles celkové) clearance za sasného vyznamného n&tu plazmatické koncentrace
metotrexatu. Uvedena pozorovani, bgotva pimo penositelnd na situaci podavani
u lov ka, poukazuji na mo nou klinickou interakci a zvggeriziko projev toxicity
metotrexatu. Dsledek interakce, pdevSim hematologicka toxicita, byl ji ve form
kazuistik popsan v klinické praxi u nemocnych srigamu. Dale jsme na obdobném
modelu zkoumali vliv makrolidového antibiotika aminycinu na kinetiku metotrexatu,
avSak nepozorovali jsme adné vyznamné myp Ob Ié iva jsou substraty Mrp2
proteinu, nicmén jejich souasné podani nevedlo k modifikaci kinetickych paraime
adného z nich oproti samostatnému podani.

Antiarytmikum amiodaron bylo pou ito i v dalSi stiydkde jsme bli e zkoumali
jeho vliv na eliminaci rhodaminu-123. Ji ide bylo popsano, e amiodaron je inhibitorem
funkce P gp, avSak vyznam interakce v klinické preeni zcela objasm. Provedenyn
vivo experiment potvrdil teoreticky edpoklad, e akutni intravendzni aplikace
amiodaronu vyznamnsni i biliarni exkreci rhodaminu-123. Saasn provedenan vitro
transportni  studie s primarnimi hepatocyty bli evdbla mechanizmusin vivo
pozorovaného sni eni jaterni eliminace, kdy konkigt mistem blokéady transportu neni
eflux, tj. kanalikularni membrana s ABC transpoytéP-gp), ale naopak vychytavani
lé iva a jeho pestup bazolateralni membranou. Opakované podaiairgntika vedlo ke
zvySeni renalni eliminace substratu v zavislostidod podavani. Z vysledk analyzy
exprese transportnich proteimyplynulo, e se souasn zvySilo mno stvi efluxnich P-gp
a Mrp2 v ledvinach. Rovn bylo pozorovano, e opakované podavani inhibitoredlo
k indukci exprese P-gp i v jatrech.

Cilem posledni studie bylo zhodnotit vliv dexamstirau na jaterni eliminaci
a celkovou kinetiku metotrexatu. Farmakokinetickéargmetry metotrexatu byly
hodnoceny u potkanv pr b hu in vivo studie za ustalenych koncentraci po aplikaci
dexamethasonu vznych davkovacich schématechedlé ba vedla k vyznamné redukci
biliarni clearance metotrexatu. Sasn bylo pozorovano z\Seni jater spojené s vyrazn

zvySenou kumulaci metotrexatu v jatrech. Analyzzplatické aktivity jaternich enzym
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provedena pd a po podani metotrexatu ukazala potenciacinjatixicity navozené
p edlé bou samotnym kortikosteroidem. Vysledky této praoakazuji na hepatocelularni
zm ny navozené naruSenim biliarni eliminace metotrexdvyseni jaterni kumulace
tohoto cytostatika me p ispivat ke zvySeni jeho hepatotoxicity za ssmného podavani
dexamethasonu. Dale byly vivo popsany vyznamné zmy v expresi transportnich
protein pro organické anionty v jatrech i ledvindch navazpodavanim dexamethasonu.
Shrnuté vysledky uvedenych praci popisuji aspe&tynékokinetickych interakci,
kdy konkrétnim mechanizmem je modulace (ve smystySeni i snieni) aktivniho
transportu léiva zp soben& podanim |&a jiného. NaSe vysledky také adz uji vyznam
in vivo studii pi hodnoceni vlivu exogennich latek na aktivitu sportér v elimina nich

organech.
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Active transport is a substantial factor affectiehyig pharmacokinetics by either
facilitating or hampering the penetration of theigithrough physiological barriers or
between different compartments. Thus the membraaesporters exert, along with
enzymes of biotransformation, significant influerare the disposition of the drug in the
organism. The spectrum and extent of transportpression and their localization at the
cytoplazmic membranes consequently affect the ahg@harmacokinetic processes, i.e.,
absorption, distribution, metabolism, and excretidowever, the activity of the transport
proteins can be modified by many factors includeupcomitantly administered drugs.
Combination of drugs in which one modulates thegpart of the other can bring about
a drug-drug interaction resulting in profound chesgin pharmacokinetics and
subsequently pharmacodynamic effects.

The studies included and discussed in the prekesis focused on closer research
of drug-induced changes in the expression and ifumatf the main hepatic and renal
transporters and their effects on the pharmacakmef the model substrates. The subject
of our particular interest were ABC efflux transigos (namely P-gp and Mrp2) localized
to the apical membranes of polarized epitheliuniscel the excretory organs, and also
Oatp2 transporter playing important role in the dbaeral uptake of drugs.
Dexamethasone and amiodarone were employed to latogt changes in the active
transport. Dexamethasone is a potent corticostettuatl showed capability to increase
elimination processes, i.e. to induce enzymes easporters botln vitro andin vivo.
Amiodarone, a life-saving antiarrhythmic, is a whallown inhibitor of drug metabolism.
Its direct inhibitory effects on the active trangpwave recently been reported.

Our data showed that dexamethasone treatmentlsteauthe total clearance of
rhodamine-123, a model substrate of P-gp, by irstmgaits biliary and urinary excretion.
Investigating the changes at the molecular level,ovserved increased gene expression,
i.e. higher amount of both protein and mRNA. ailleda quantitative
immunohistochemical sample analysis subsequentiywsti that P-gp is primarily
expressed in hepatocytes localized periportallyiwithe liver acinus. The relative rise in
its expression during dexamethasone treatment l@agever, significantly higher in the
perivenous zone. Dexamethasone treatment also geddiver steatosis — histologically
proven especially in the periportal hepatocytes.

Similarly to P-gp, we described the physiologicalcdlization of Mrp2
preferentially in periportal areas using identioathodology. Dexamethasone treatment

produced (again as in P-gp induction) a relativae rof the protein amount towards
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a uniform expression throughout the acinus. Sigaift induction of Mrp2 activity was
confirmed also by protein expression analysis usMegtern blotting and by an vivo
study, where we detected an increase in the bieagyetion of conjugated bilirubin — an
endogenous substrate of the transporter.

Our next study demonstrated marked amiodaronecgdlumodification in the
kinetics of methotrexate, a widely used antirheuenand antineoplastic agent. After
amiodarone administration at a dose producing pasoncentrations identical to those
observed in clinical practice we observed a sulbisiiaairop in biliary (and correspondingly
in total) clearance accompanied by significant risesteady-state plasma concentration.
These data, although not directly transferrableclioical situation in human, point to
a possibility of a clinically important interactioteading to a higher incidence of
methotrexate toxicity. Such adverse events, eskheaayelosuppression, have already
been reported in case reports in psoriatic patiddssng the same model we further
investigated the influence of azithromycin, a médeo antibiotic, on methotrexate
kinetics. Both drugs are Mrp2 substrates. Concarhiggoplication of azithromycin and
methotrexate did not change any of the kinetic patars of either drug when compared to
their separate administrations.

Amiodarone was used also in the next study, irclviwe investigated its influence
on the elimination of rhodamine-123. Amiodarone piaviously been described as a P-gp
inhibitor, yet the clinical significance of thissise has not been elucidated to date. i@ur
vivo experiments confirmed the hypothesis that acuté&ravenous amiodarone
administration can significantly decrease biliakgretion of rhodamine-123. Subsequent
in vitro transport study using rat primary hepatocyteshrrexplained the mechanism of
thein vivo observed elimination blockade, where the spesifi of the transport inhibition
is not efflux, i.e. canalicular membrane with AB@risporters (incl. P-gp), but conversely
the uptake through the basolateral membrane. Regbesmdministration of amiodarone
produced also a progressive time-dependent increasehe renal elimination of
rhodamine-123. The expression analyses of thepoatess demonstrated an induction in
renal P-gp and Mrp2 proteins. At the same time tb&eoved an induction of P-gp also in
the liver after long-term amiodarone treatment.

The aim of the last study was to evaluate the effetdexamethasone treatment on
the biliary elimination and overall kinetics of rhetrexate. The dexamethasone
pretreatment led to a marked reduction in methateexoiliary clerance. a significant

increase was observed also in the liver weightegaleith cumulation of methotrexate in
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the liver tissue. According to the plasma enzymivities determined before and after
methotrexate administration, the dexamethasoneateztlihepatotoxicity was apparently
further potentiated. Our results thus suggest atoepllular injury connected with the
impaired biliary elimination of methotrexate. Wittihe concomitant dexamethasone
treatment the increase in hepatic accumulation ethotrexate may contribute to an
increase in the hepatotoxicity of the antifolate.

The summarized results of the publications descmarious aspects of the
pharmacokinetic drug-drug interactions, where thedewlying mechanism of the
interactions is a modulation (either inductionfzation or inhibition) of the active
transport. Such modulation is produced by a simelbas or previous administration of
another drug known to affect the expression anffioction of transporting proteins. Our
results also accent the importance of the usage wf’o models in studies evaluating the

effects of xenobiotics on transport activitieshe brgans of elimination.
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