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Abstrakt

Zuzana Sktepova

Zmeéna exprese transportnich protelhem obstrukni cholestazy u potkanl
Diplomova préce

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakultdradci Kralové

Farmacie

Cile prace:

Cilem diplomové prace bylo ¢keni cholestatického poSkozeni jater navozené
podvazem Zltovodu po dobu trvani 28 dnu potkari analyzou exprese efluxnich
transportnich protein v jatrech (Bsep, Bcrp, Mrp2, Mdrl, Mdr2, Mrp3, Mipna

arovni mRNA a proteinu.

Metody:

Potkani kmene Wistar (n = 6, v kazdé skipip80 — 320 g) byli rozteni do
dvou skupin: kontrolni skupina sham-operovanychkaait (Sham) a BDO skupina
(obstrukce Zltovodu v trvani 28 di). Byla provedena analyza exprese efluxnich

transportnich proteinna Urovni mRNA a proteinu metodou gRT-PCR a Wedbéut.

Vysledky:

Ve skupirt BDO bylo pozorovano vyznamneé zvySeni mRNA expresddr2
proteinu na 303 %, Mdrlb na 340 % a Mrp3 na 9900/ porovnani s kontrolni
skupinou. Exprese Mrp2 mRNA byla sniZzena na 42 ¥zndmné zvySeni exprese
proteinu ve skupi&BDO bylo prokdzano u Bcrp na 160 %, Mdrl na 10103 na
940 % aMrp4na 140 % v porovnani se Sham skupifigprese proteinu byla
vyznammié snizena u Mrp2 na 31 %, Bsep na 59 % a Mdr2 n&o82 porovnani

s kontrolni skupinou.

ZAawr:

Z vysledki diplomové prace vyplyva, Zeripobstrukini cholestaze dochazi ke
snizeni exprese transportnich praieia kanalikularni membrarhepatocyi a naopak ke
zvySeni exprese bazolateralnich transpirténz gedstavuje kompenzai mechanizmus

pro eliminaci potenciakhtoxickych biliarnich latek jako je bilirubin nelztucové kyseliny.



Abstract

Zuzana Sktepova

Alteration of transport proteins expression dumbgtructive cholestasis in rats Il
Diploma thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmachiiadec Kralové

Pharmacy

Background:

The aim of the diploma thesis was the verificatioh cholestatic liver
impairment induced by bile duct obstruction lastfog 28 days in rats, by analysis of
MRNA and protein expression of liver efflux trangpproteins (Bsep, Bcrp, Mrp2,
Mdrl, Mdr2, Mrp3, Mrp4).

Methods:

Wistar rats (n = 6, in each group; weighing 28320 g) were divided into two
groups: control rats were sham-operated (ShamB&W@ group (bile duct obstruction
lasting for 28 days). mMRNA and protein expressibanges of the transporters were
perfomed by gRT-PCR and Western blot.

Results:

As compared to Sham group, BDO group showed inereBmRNA expression
of Mdr2 transporter to 303%, Mdrlb to 340% and Mip39900%. Mrp2 mRNA
expression was decreased to 42%. Obstructive ¢bsieded to significant increase of
protein levels — Bcrp to 160%, Mdrl to 1010%, Mne3940% and Mrp4 to 140%.
Mrp2, Bsep and Mdr2 protein levels were increased31%, 59% and 82%,
respectively.

Conclusion:

Obstructive cholestasis led to decrease of camalitiver transporters expression
and increase of basolateral liver transportersesgmn, which represents compensatory
mechanism for elimination of potentially toxic kity compounds such as bilirubin or bile

acids.
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Seznam pouzitych zkratek

Seznam pouzitych zkratek

ABC
ALP
ALT
AMA
ANA
AST
BCRP
BSEP
cAMP
CAR
cGMP
CYP
FXR
GAPDH
GGT
HLA
ICP
IL-1
IL-6
LDL
MDR
MRP
NBD
NTCP
OAT
OATP
ocT
OSTo/p
PANCA
PBC
PFIC

»ATP binding cassette”

Alkalicka fosfataza
Alaninaminotransferaza
»<Antimitochondrial antibodies*®

»2Antinuclear antibodies*
Aspartataminotransferaza

.Breast cancer resistance protein*

.Bile salt export pump*

Cyklicky adenosin-3, 5*-monofosfat
~constitutive androstane receptor”
Cyklicky guanosin-3, 5*-monofosfat
Isoformy cytochromu P450

.Farsenoid X receptor
Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
Gama-glutamyltransferaza

~,Human leukocyte antigen”

»intrahepatic cholestasis of pregnancy”
Interleukin 1

Interleukin 6

,Low density lipoprotein*“

»Multidrug resistance proteins*

»Multidrug resistance-associated proteins*
»Nucleotide binding domain*
,N&-taurocholate cotransporting polypeptide*
»Organic anion transporter*

»Organic anion transporting polypeptide*
,<Organic cation transporter”

»=Organic solute transporterp”

~Perinuclear antineutrophil cytoplasmic amithes”
Primérni biliarni cirh6za

Progresivni familiarni intrahepatéalni chodest



Seznam pouzitych zkratek

PPAR#a ,Peroxisome proliferator-activated recepibr
PSC Primérni sklerotizujici cholangitida

PXR .Pregnane X receptor”

RT-PCR .Reverse transcriptase-polymerase chairiogéc
SMA »>mooth muscle antibodies*

SLC »S0lute carrier”

SPF ~Specific pathogen free”

TNF-a »Tumor necrosis factar"

UDCA ,uUrsodeochycholic acid”

VDL .very low density lipoprotein®

Ywhaz Tyrosin 3-monooxygenaza/ tryptofan 5-monamenaza aktivujici

protein, zeta polypeptid

Poznamka

Zkratky uvedenych transportnich proteina biotransformanich enzym jsou

popisovany velkymi pismeny u lidi a malymi pisnvgsigytuji-li se u potkan



Uvod

1. Uvod

Jatra, jako jeden ze Ziva@indilezitych orgad v téle, pati mezi nejétsi
exokrinni Zlazu, ktera je umésta intraperitoneath v uzké vazbh na branici
a dvanactnik. Jatra se podili na metabolizaci Yelkénnozstvi latek endogenniho
(hormony, Zldové kyseliny aj.) a exogennihdyodu (I€iva, toxiny, xenobiotika) [1].

Funkce jater zaji%iji parenchymové hiky — hepatocyty a neparenchymové
buinky — Kupfferovy, Itovy a endotelové blky. Jatra se dastni metabolizmu sachaiid
lipidd, proteimi, podileji se na metabolizmu hormion vitamini, syntézerady latek,
detoxikuji organismus ajsou vyznamnym depotem rantdtek. Mezi vyznamné
sekre&ni funkce jater pét tvorba a vyldovani Zlke [2].

Zlu¢ obsahuje zleové kyseliny, cholesterol, fosfolipidy, konjugatiitubinu,
proteiny a elektrolyty (Ng K*, C&*, HCO3). Denrt se vytvdi 500 — 750 ml Zl&i [2].

Je vyznamnou exk&ai cestou mnoha latek, které nemohou byt wdoy ledvinami.
Vyznamré se podili také na traveni a tediavani tui [1]. Velky patet riznorodych
onemockni jater a Zldovych cest provazi syndrom cholestazy [3].

Cholestaza je porucha vylwani Zlgi do steva naiiznych arovnich biliarniho
traktu. Jako kompenzace vzniklé situace se aktspgintanni anticholestatické obranné
mechanizmy, kter&asté&né presneruji exkreci latek z jater do ledvin. Dochéazi ke
kumulaci latek v jatrech a nasledn k systémovému hromadi toxickych substanci
typu Zlwwovych kyselin a bilirubinu, které mohou v zavislast intenzi¢ a dolg trvani
cholestazy zavaZnposkodit organizmus [4]. fRina extrahepatélni cholestazy lezi
mimo jatra, zatimco u intrahepatélni cholestazpigkazka uvnit jater. Mezi piciny
intrahepatalni cholestazy, které owiiyi tvorbu ZI&i, exkreci a navozeni cholestazy
pati PBC (Primarni biliarni cirh6za), PSC (Primarniles&tizujici cholangitida),
cholestdza vyvolana di&y aj. K obstrukci jater dochazi diky jaternim oebiliarnim
tumorim, Zlwwovym kamef@m aj. Ri cholestatickych onemoénich dochazi ke zémeé
exprese transportnich protéjrkteré jsou lokalizovany na membranach hepatofSjt
Pro eflux endogennich latek a xenobiotik z hepatodo Zlwe slouzi transportni
systémy lokalizované na kanalikularni membirepatocyi, pricemz jejich exkrece je
zajiSena skupinou ABC (,ATP binding cassette") transpartéNa bazolateralni
membrag jsou lokalizované transportéry ze skupiny SLC (&® carrier”), diky
kterym je zajitn obousmirny transport |&v mezi krvi a hepatocyty pomoci iontového

gradientu (N& H") nebo elektrochemického potencialu [6Fi Blouhodobém trvani
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Uvod

cholestazy vSak dochazi k rozsahlému poSkozeni cunkepatocyt a fada
cholestatickych syndroikongi ireverzibilnim poSkozenim jater a jaternim selh@n
Cholestatickych onemoeni v poslednich letech stale vyznahpiibyva a gedstavuji

onemockni, ktera jsou indikovana k jaterni transplant&gi [
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Jatra

2. Jatra

Jatra pai mezi nejétsSi, nejtzSi a Zivotd dulezity organ. Zaujimaji 1/18
celkové hmotnosti novorozence a 1/50 celkattéshé hmotnosti dosfgho ¢lovéka.
Hmotnost jater se u Zen pohybuje mezi 1200-1500 gyuZi mezi 1500-1800 g.
S pibyvajicim wkem podil hmotnosti jater k celkov@ldsné hmotnosti klesa k 2—3 %.
Umisgna jsou v intraperitonealni oblasti ve vazia pravou brénici [7].

Jatra se podileji ntact fyziologickych funkci, mezi & pati intermediarni
a energeticky metabolismus, tvorba a vghani ZIgi, biotransformace xenobiotik
a latek endogenniho upodu, vaskularni, imunitni funkce a tvorba, sklaéov

a premena signélnich molekul [1].

2.1. Morfologie jater

Jaterni tké je tvarena jaternimi bitkami (hepatocyty), které jsou uggdany do
jaternich tram&. Jsou to sloupdky hepatocyd, které se papégé sbihaji k centralni
vére. Mezi tramci probihaji jaterni sinusoidy (krevripklary), kterymi spoléné proudi
krev z terminalnich &tvi jaterni artérie a portalni vény do centralnhywé Jaterni
sinusoidy jsou tvieny vrstvou endotelovych fenestrovanych dumMezi endotelovymi
bunkami a hepatocyty se nachazi subendotelovy Dissaiostor, do kterého je
filtrovana plazma protékajici sinusoidami¢i@i Zzlwove kapilary a na ni navazujiciho
interlobularniho Zltovodu tvdi c¢ast hepatocytu, ktery nekomunikuje s Disseho
prostorem (Obr. 1) [8].

VEtey jaterni
tepny
Vétev portaini
vény

B Centrélni
véna

Zlucovod

Vétev jaterni -
tepny ===

- zluéovy
kanalek

Vétev portalni ——
vény

4 T——%luéovod

Obr. 1. Jaterni lai¢ek a jeho usp@dani jaternich buk, sinusoid a Zluwtovych cest néezu.

Prevzato a upraveno z [9].
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Jatra

Jaterni funkce zajf#iji parenchymové hiky — hepatocyty, kteréipdstavuji asi
dvé tretiny jaterni tkad a neparenchymové bky, mezi kteréiadime Kupfferovy
buiky, Itovy buiky a endotelové hiky (Obr. 2) [1].

2.1.1. Hepatocyty

Hepatocyty jsou polarizované epitelovénky. Jejich doba Zivota je nejmé&n
150-200 dni a k eliminaci doch&zi apopt6zou. Zaajji®0 % objemu jater a 60—65 %
celkového potu jaternich buék. Membranu hepatodyt mizeme rozdlit podle
morfologie a funkce narit casti. Okolo 37 % celkového povrchu jaternich membra
tvoii sinusoidalni (bazolateralni) membrana ktera lezi v Disseho prostoru a ma
absorgni a sekréni funkci. Zarduje primy kontakt mezi krvi jaternich sinusoid
a hepatocyty. #blizn¢ 15 % povrchu hepatocytu zajife kanalikularni (apikalni)
membrana, ktera pedstavuje exki@i pol buiky. Zbyvajicich 50 % se sklada z hladké
intercelularni &trbiny, ktera je spojena s Disseho prostorem. Tatidiga je oddlena
od kanalikularni membrany égnymi spoji  (,tight junctions”), které uzaviraji
kanalikularni lumen a brani tak navratu slozekiizio plazmy. Hepatocyty obsahuji
dale ,gap junction®, které vytwé spoje mezi filehlymi hepatocyty a tim usnadiji
intercelularni vyminu cAMP, C&', inositoltrifosfatu, glutathionu, vody, sachairid

nukleotidi, aminokyselin, mastnych kyselin, {ekarcinogen [7].

2.1.2. Endotelové buiky

Endotelové biiky tvori nejwtsi ¢ast z neparenchymovych ki Predstavuji
duleZitou bariéru mezi krvi a hepatocyty, vyznanse podileji na vychytavani malych

castic a makromolekul z ¢hu a maji mimtadnou schopnost endocytézy [1].

2.1.3. Kupfferovy bunky

Jedna se o Redicovitt makrofagy, které pgat do mononuklearniho

fagocytarniho systému. Jsou lokalizovany na eniddtélvystelce jaternich sinusoid

Mrivriw s

pinocytozu, tvorbu signalnich prodik{nag. cytokiny, erytropoetin), proteinnebo

enzymi a vychytavani toxif, antiger, protilatek a purit [7].
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Jatra

2.1.4. Itovy bunky

Itovy buiky jsou h¥zdicovité Gtvary Disseho prostoru obsahujici aktilypzin
a kontraktilni proteiny, které mohou byt aktivovaeyndotelinem-1 a substanci P.
V téchto buikdch je skladovano velké mnozstvi lipica retinoidi. Po poSkozeni
Itovych burgk dochazi ke ztréttukovych kapének, které proliferuji a migruji do
perivenozniho prostoru (do okoli centralni vény)im prispivaji k rozvoji jaterni

fibrozy a cirhozy [1].

Jaterni sinusoid buiiky

Obr. 2. Uspaddani jaternich a sinusoidalnich BknPrevzato a upraveno z [10].

2.2. Jaterni funkce

Jatra jsou nejaktivijSi metabolickou tkani ke, kde dochazi k metabolismu
sacharid, lipida a proteii. Mezi nemetabolické funkaadime tvorbu a sekreci iy
imunitni, zasobni, endokrinni funkce, hemokoaguldzbtransformaci, detoxikaci,

exkreci, tvorbu a zanik erytrodyf8].
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Jatra

2.2.1. Metabolické funkce

Jétra hraji hlavni roli v regulaci metabolismu saati a udrZuji fyziologickeé
koncentrace glukézy. Dochazi k intermitentnimu wgékidni sacharid které jsou po
resorpci ve sevech transportovany do jater [11]. Jsou schoprehywat az 87 %
glukézy dodanou portalni krvi a ¥ipadt poteby dokazou uvolnit glukbézu ze své
zasoby, vyrovnat deficit a udrZet fyziologickou hotu krevniho cukru. Ke gluk6zové
homeostaze ifspivaji glykogenezi, glukogenolyzou, glukoneogénaz glykolyzou
[12].

Jatraiidi katabolismus LDL, VDL a chylomikrdn sekreci enzyri, syntézu
plazmatickych lipoproteiin zménu lipoproteirii, vychytavani, pemenu a oxidaci
volnych mastnych kyselin [11].

Funkce jater v metabolismu bilkovin g v deaminaci aminokyselin
pottebné pro vstup aminokyselin do citratového cykjeji@h konverzi na tuky a cukry.
Produktem deaminace je amoniak, ktery je ¥gltan s molekulou CQjatry ve forng
mocoviny. V hepatocytech vznikaji vSechny plazmatick@roteiny krond
imunoglobulini, které se tvid v plazmatickych bikach. V metabolismu aminokyselin
dochazi ke konverzi neesencialnich aminokyselin gmniransaminaz. iP zvysene

koncentracidchto enzyni dochazi k patologickym jéwn nag. infarktu myokardu [8].
2.2.2. Nemetabolické funkce

Endokrinni funkce

Jatra vedou k udrZzeni hormonalni homeostazy ave@argsou hormony
i ovliviiovany. Maji dilezitou roli v metabolismu &titné Zlazy, kde dodhiéz konverzi
T4 (tyroxin) na T3 (trijodthyronin), ktery je ve x na plazmatické bilkoviny
dopraven k cilovym tkanim. Mezi dalSi hormony, &tesouvisi s jatry, p#tsteroidni
hormony, inzulin, glukagon a katecholaminy [11]trdése podileji i na metabolismu

vitaminu D hydroxylaci cholekalciferolu na 25- hgglykalciferol.

Zasobni funkce

Jatra jsou rezervoarem vitaminu A, D a B12, kd&hegasoby vystd na

n¢kolik mésiai az rekolik let. Zde se uklada i nevyuzité Zelezo &hfi8].
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Jatra

Biotransformadéni a exkreéni funkce

V biotransformaci toxickych endogennich a exogemrétek jde ve #Sin¢
piipadi o latky lipofilni povahy, které pro svou Spatnoozpustnost ve vodném
prostedi nemohou byt vyltovany ledvinami nebo Z#i [1]. K biotransformaci na
polarni hydrofilni latku dochazi ve dvou fazichpkni fazi se uplaiuji ¢tyti reakce —
oxidace, redukce, hydratace a hydrolyza, které wekld zvySeni hydrofility latek.
Z&kladnim enzymovym systémem, ktery odpovida zamieéci xenobiotik, je
cytochrom P450. Exogenni latka nebo metabolit Jynik prvni fazi konjuguje
s endogennimi hydrofilnimi latkami — kyselinou glu&novou, siranovym aniontem,
kyselinou octovou, aminokyselinami (glycinem, ghateem, taurinem) nebo S-
adenosyl methioninem, pomoci specifickych trargefeKysele konjugované produkty
jsou vysoce hydrofilni a vytiwji se do moi nebo Zlgi [11].

Tvorba a sekrece Zldi

Zlug je tvarena Zl@ovymi kyselinami, cholesterolem, fosfolipidy, kogjity
bilirubinu, elektrolyty a enzymy. Ma dwilezité funkce, poskytuje exkreci latek, které
nemohou byt vyltiovany ledvinami a podili se na traveni arefsavani tuk. Tvorba
Zlugi zavisi na mnozstvi Zbéovych kyselin a na typu hormon piasobicich
prostednictvim cAMP (cyklicky adenosin-3‘, 5-monofosfakteré reguluji sekomi
funkci cholangiocyi (epitelové biiky Zlu¢ovych cest). K stimulaci jeji produkce
dochéazi pomoci sekretinu, glukagonu a vazoaktwniftestinalnino peptidu, naopak
inhibi¢né pasobi somatostatin [1]. Po vytkeni ZIWi v jatrech se Zlgovymi vyvody
dostava do Zkniku, kde dochazi k zahégi [2]. Po gijmu potravy dochézi k stém
hladké svaloviny v Zleniku, ¢imz stoupne tlak a Ztuzaine odtékat do hlavniho

Zlu¢oveého vyvodu usticiho do duodena [8].
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Transportni systémy v jatrech

3. Transportni systémy v jatrech

K mistu svého &inku musi I€ivo prostoupit pesfadu bugcnych membran.
Transport latek v jatrech je umambud’ prostou difuzi, nebo specifickymignaSéi
(transportnimi proteiny) [13]. Transportéry hrajileZitou roli v absorpci, distribuci
a eliminaci léiv. Ugastni se vychytavani, biliarni exkrece a efluxwekattim uguji

jejich koncentraci v jatrech a jejich vliv na farkedogicky (&inek a nezadoucicinky
(Obr. 3) [14].

Obr. 3. Transportni proteiny na membranach jaternickekurevzato a upraveno z [15].

3.1. Bazolateralni transportni proteiny

Na bazolateralni membréjsou lokalizované igdevSim transportéry ze skupiny
SLC (,Solute carrier”). Zajifuji obousmdrny transport 1&v mezi krvi a hepatocyty
pomoci elektrochemického potencialu nebo iontovgtaientu ( N& HY), ktery je
tvoren primarnimi aktivnimi transportéry [6]. Souhrnzbkateralnich transportnich

proteini, jejich symbol genu a substrétznazotiuje Tab. 1.
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Transportni systémy v jatrech

3.1.1. NTCP
NTCP (,Nd-taurocholate cotransporting polypeptide*; Slc10AJhko

bazolaterdlni transportérignasi konjugované a nekonjugované caué kyseliny
z portélni krve do hepatodyt zprostedkované kotransportem Na taurocholatem.
[16].

3.1.2. OATP

OATP (,Organic anion transporting polypeptide®; SDCA) transportéry
zodpovidaji za oboustmy transport Siroké Skaly amfifilnich endogennich
a exogennich organickych sk@nin nezavislych na Nalejich zdrojem energie e
byt protitransport glutation-S-konjugatu, glutatmioa bikarbonatu. Tyto transportéry
jsou lokalizovany v mnoha tkanich, v hematoenceialibariée, plicich, stew, srdci,
placen¥ a varlatech [17]. Rodina OATP transpoitegahrnuje vice nez 8flenia, mezi
jejich nejdileZitsjsi zAstupce p#t OATP1A2 (SLCO1A2), OATP1B1 (SLCO1B1),
OATP1B3 (SLCO1B3) a OATP2B1 (SLCO2B1) [18].

3.1.3. OAT

OAT (,Organic anion transporter; SLC22A) proteirpajis’uji obousndrny
transport organickych aniaint nezavislych na Na Hlavnim transportérem
lokalizovanym v jatrech je OAT2 (SLC22A7). Ostatransportéry této skupiny OAT1,
OAT3, OAT4, OATS5 a OAT6 majiatsSi vyznam v ledvinach [19].

3.1.4. OCT

OCT (,Organic cation transporter”; SLC22A) trangjgoy jsou obousgrnymi
pienaSéi kationti, piicemZz hnaci silou transportu je elektrochemicky gradi
pienaSeného kationtu. Hlavni zastupce této skupiygél (SLC22A1) protein, ktery
vykazuje Sirokou tki#ovou distribuci. Vyskytuje se v epitelovychitkach a gkterych
neuronech, exprimovan je hlavw lidskych jatrech. U potkadnje rozsten v jatrech,
ledvinach a tenkémigtveé [20].

3.1.5. OSTa/p

OSTa/B (,Organic solute transporter/f”, SLC51) transportér fenasi Zldové
kyseliny ze gtvnich enterocyt a rendlnich proximalnich tubiulpies bazolateralni

membranu zg do plazmy [21]. Funkceithto proteiti neni zavisla na NaVzhledem
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ktomu, Ze je mechanizmem transportu facilitovan&lizé, mize OST/B
zprostedkovat jak uptake, tak eflux svych subsirat zavislosti na fislusném

elektrochemickém gradientu [22].

3.1.6. MRP1, MRP3-MRP6

Tyto transportéry pét do podskupiny ABCC transportérs lokalizaci
na bazolateralni membré&n Jejich hlavni dlohou je eflux metabdlita konjugai
Z hepatocyt zpét do plazmy [23]. MRP1 (,Multidrug resistance-assbed protein 1%
ABCC1) protein exportuje ztiové kyseliny  jako taurolithocholat
a taurochenodeoxychol&RP3 (,Multidrug resistance-associated protein SBCC3)
a MRP4 (,Multidrug resistance-associated protein ABCC4) zaji¥uji exkreci
Zluéovych kyselin do plazmyipcholestaze, kdy je jejich exprese zvySena [24RPv
protein pisobi ve ¥tSing tkani jako apikalni transportér, bazolatetaje prokazan
v hepatocytech, prostata mozku [23]. Transportér MRP5 (,Multidrug resrsta-
associated protein 5*; ABCC5) zprmtikovava transport’,3'-cyklickych nukleotid,
CAMP a cGMP (cyklicky guanosin-3‘, 5'-monofosfatR]. Mrp6 (,Multidrug
resistance-associated protein 6“; Abcc6) protein ymistn na bazolateralni
a kanalikularni membr&nhepatocyi u potkari [26]. Tento transportér nezastava
dulezitou roli v jaterni exkreci v druhé fazi biotsfarmace produki jelikoz
netransportuje typické anionické substraty. U ljdi jeho role v transportu d&
neobjastna, @&koliv byly objeveny vysoké hladiny MRP6 mRNA v jath a ledvinach
[16].
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Bazolateralni protein Symbol genu Substraty
Estron-3-sulfat, taurochenodeoxycholat,
NCTP SLCO1Al tauroursodeoxycholat, sulindak, rosuvastatjn,
Zlucove kyseliny
Zlu¢ové kyseliny, BQ-123, estron-3-sulfat,
OATP1A2 SLCO1A2 13,T4, ouabain, fexofenadin
Zlu¢ové kyseliny, BQ-123, estron-3-sulfat,
OATP1B1 SLCO1B1 ouabain,T3,T4,bilirubin,pravastatin,
rifampicin
Zlucové kyseliny, BQ-123, digoxin, ouabain,
OATP1B3 SLCO1B3 T3,T4, bilirubin, methotrexat, sartany
OATP2B1 SLCO2B1 Benzylpt_enlcnm, estro_n-Ssquat, digoxin,
fluvastatin, pravastatin
Prostaglandiny, salicylaty, tetracykliny,
OAT2 SLC22A7 zidovudin, probenecid, diklofenak
OCT1 SLC22A1 I\_/Ietforr_nm, verapamil, acyklovir, ranitidin,
ritonavir
OSTa/p OSTalp Zlucové kysglmy, es;ron-s-sulfat,
prostaglandin, digoxin
MRP1 ABCC1 D_aur?or_ub|cm, doxurubucin, etoposid,
vinkristin,
MRP3 ABCC3 Iv\/le:[hot,rexat, _monovalentnl a sulfatované
Zlucové kyseliny,
MRP4 ABCC4 Methotrexat, cAMP, cGMP, azidothymidin
MRP5 ABCC5 cAMP, cGMP
MRP6 ABCC6 BQ-123

Tab. 1. Bazolateralni jaterni transportni proteiny acfejsubstraty. BQ-123 — [cyklo {D-Trp-D-Asp-
L-Pro-D-Val-L-Leu}], T3 - trijodthyronin, T4 — tymin, cAMP — cyklicky adenosin-3‘,5'-
monofosfat, cGMP — cyklicky guanosin-3‘,5‘'-monofasfRevzato a upraveno z [16, 27].

3.2. Kanalikularni transportni proteiny

Pro eflux endogennich latek a xenobiotik z hepdfocgo Zlwe slouZi
transportni systémy lokalizované na kanalikularrénmorag hepatocyi [6]. Tato
exkrece je zajigha skupinou ABC (,ATP binding cassette*) transpartf24]. Mezi
efluxni proteiny pat MDR1 a MDR3 (,Multidrug resistance protein 1 a; ZBCB1
a ABCB4), MRP2 (,Multidrug resistance-associatedtein 2“; ABCC2), BSEP (,Bile
salt export pump“; ABCB11) a BCRP (,Breast cancesistance protein“; ABCG2).
Jejich funkci je odstrami metabolit a toxickych produkt z burek. Eflux
hydrofobnich, pozitivé nabitych molekul zaji&ije MDR1 a BCRP protein. Hydrofobni
nenabité molekuly a ve védozpustné anionické sléeniny jsou penaseny skupinou
MRP transportér [28]. Prehled kanalikularnich transportnich protgifejich symboi

genu a substrafe zobrazen v Tab. 2.
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3.2.1. MRP2

MRP2 (,Multidrug resistance-associated protein RBCC2) protein je umigh
na kanalikularni membrérhepatocyi. Jedna se o fosfoglykoprotein, ktery se sklada
z 1545 aminokyselin, tienych z gti strukturré podobnych ¢asti. Tz nich
predstavuji transmembranové domeényiere z Sesti- helixa a dalsi d¥ intracelularni
vazebni domény pro nukleotidy (NBD - ,Nucleotidending domain®) (Obr. 4).
Z&Kkladni fyziologickou funkci MRP2 proteinu je tssmembranovy i@nos
konjugovanych metabotitendogennich a exogennich latek daizlmoci a stevniho
lumina. MRP2 transportér@dstavuje v jatrech jeden z mechanisnorby Zlwe, ktera
je nezavisla na sekreci osmoticky aktivnich saléabych kyselin [13]. Mutace v jeho
genu zfisobuje Dubin- Johris syndrom, pi kterém se snizuje biliarni exkread&znych
endogennich a exogennich slenin. Toto onemocmi se projevuje izolovanou

hyperbilirubinémii [15].

Obr. 4. MRP2 transportér a jeho struktura a ugmisy burg¢né membra& NBD (,Nucleotide

binding domain“) — vazebni doména pro nukleotidg\vRato a upraveno z [13].

3.2.2. BSEP
BSEP (,Bile salt export pump“; ABCB11) transporférzodpo¥dny za tvorbu

Zluce, urychluje export konjugovanych a nekonjugovanyzhicovych Kkyselin

z hepatocytu do kanalikularni oblasti a pokud ddjgeho inhibici, nize poSkodit tok
Zlu¢i a navodit cholestazu [27]. Mutace v jeho gendispbi progresivni familirni
intrahepatalni cholestazu typu 2 (PFICZ),které je koncentrace Alavych kyselin ve

Zluéi < 1 % oproti normalnim hladinam [16].
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3.2.3. BCRP

BCRP (,Breast cancer resistance protein“; ABCG2ptgn je gitomny
v mnoha tkanich — hepatocytech, tenkém a tlustéewsstplacent, mozku, prostat
varlatech a v zilnim a kapilarnim endotelu. DikypEé substratové specifigia tkaové
distribuci je tento proteintdezity efluxni transportér prtadu exogennich (cytotoxicka
|éciva, fluorescentni barviva) a endogennich lateksékipa listova, sulfaty, ztové
kyseliny, porfyriny) [29].

3.2.4. MDR1

MDR1 (,Multidrug resistance protein 1“; ABCB1, Pyybprotein) je efluxni
transportér lokalizovany na apikalni membaktery méa bariérovou a exkm funkci
v mnoha tkanich (&vo, jatra, ledviny, nadledviny, mozek, oko, vajatV €chto
organech primam zprostedkovava bugtny eflux strukturg a farmakologicky
odliSnych hydrofobnich sl@enin jako jsou imunosupresiva, blokatory kalciovych
kanah, inhibitory HIV protéazy, srdmi glykosidy a protinadorové latky [30].

3.2.5. MDR3

MDR3 (,Multidrug resistance protein 3“; ABCB4) pmn slouzi jako primarni
aktivni fosfolipaza, ktera transportuje fosfatidylin z hepatocyt do Zlwe.
V eliminaci I&€iv ma velmi maly vyznam [31]. Jeho homolog u potkaiedstavuje
transportér Mdr2.

Kanallku_larnl Symbol Substréty
protein genu
Doxorubicin, cisplatina, vinkiistin, etoposid, giittdamid, indometacin,
MRP2 ABCC2 methotrexat, pravastatin, glutathion, LTCA aj.
BSEP ABCB11 | Konjugované anekonjugovanéiie kyseliny
BCRP ABCG2 Daunorubicin doxorubicin, methotrexat
Indinavir ritonavir, aldosteron, dexamethason, xafigofoxofenadin,
MDR1 ABCB1 vinblastin, takrolimus, etoposid, doxorubicin, ogllorin A, methotrexat
aj.
MDR3 ABCB4 Fosfolipidy

Tab. 2. Kanalikularni jaterni transportni proteiny a jgjisubstraty. LTC4 — leukotrien C4teRzato
a upraveno z [16].
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4. Cholestaza

Cholestaza je porucha sekrece a tokuela nasledhneschopnost organizmu
dodat zjater do duodena dostamte mnozstvi Zlge. Tim dochazi ke kumulaci
potencial® toxickych latek v jatrech a jejich nasledné sysieéncirkulaci. Normalni
tvorba Zlke zavisi na funkci membranovych transportnich sy$té hepatocytech,
cholangiocytech a enterocytech [32]. Poruchy tvothye mohou byt lokalizovany
od jaterni buky, pies primarni Zltovody a vyvodné Zkové cesty, az po Vaterovu
papilu. Je-li pekazka v jatrech, poruchu ozogeme jako intrahepatéalni
(hepatocelularni nebo cholangiocelularni). Pokudpij&ina mimo jatra, jedna se
o extrahepatélni cholestazu [33]. Jedndémdadominuji cholestazy extrahepatalni,
piicemz nejétSi ¢ast tvdi maligni onemoceni, na druhém mistje cholelithiaza
(ptitomnost Zlgovych kamen ve Zlwniku nebo Zltovych cestach). Jednou z velmi
¢astych pi¢in cholestazy jsou septické stavy (az 50 %), négigublékové cholestazy
(priblizné 10 %), dale virové a autoimunitni hepatitidy (3467 [3].

Cholestazu élime doctyi velkych skupin:

* nezaretlivé cholestazy— intrahepatalni cholestazghbtnych, cholestaza
pii parenteralni vyZzi¥, paraneoplastickd cholestaza nebo podani
hormoni a léli

o zanétlivé cholestazy — cholestaticka virova hepatitida, alkoholicka
cholestaza

» cholestazy f¥i poSkozeni Zl&ovodid — primarni biliarni cirhdza,
primérni sklerotizujici cholangitida, syndrom miz&h Zlwovodi

* mechanické cholestazy vyvolany tumory, konkrementy [33].

4.1. Mechanismus cholestazy

Cholestaza je stav charakterizova@@gténou nebo Uplnou zastavou toku édu
v dasledku obstrukce Zbovych cest. V zavislosti na intenzia dolg jejiho trvani nize
byt vyvolano vazné poSkozeni organizmujisgbené jaterni a nasledsystémovou
kumulaci toxickych latek typu Ztovych kyselin a bilirubinu [33]. Jako kompenzace se
aktivuji spontanni anticholestatické obranné meidmay, které zmiiuji stav pomoci
casténého pesnerovani exkrece danych latek z jater do ledvin. Raidstohoto
procesu je ve zimé exprese, funkce a lokalizace odpdrych transportnich protein

predevsim v jatrech a ledvinach [4].
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4.2. Klinicky a laboratorni obraz cholestazy

Mezi priznaky cholestazy pétikterus, ktery ma zelenozluty a&rny odstin
zpiusobeny zvySenou hladinou konjugovaného bilirubimd@dpadnym klinickym
projevem byva pruritus, ktery je navozen zvySenlaarpatickou koncentraci Zavych
kyselin. Stolice je obvykle acholicka, kbyva tmava diky fitomnosti urobilinogenu
a bilirubinu, ale g Uplné obstrukci Zltovych cest se urobilinogen v zaZivacim traktu
nevytv&i, proto je v méi negativni. V oblasti éni, usni, palmarni nebo na&eglloktich
mohou byt pitomny xantomy jako depozita cholesterolu.

V séru dochazi ke zvyseni hladin konjugovaného Ilkoeeho bilirubinu a ke
zvySeni aktivity cholestatickych enzymALP (alkalicka fosfatdza) a GGT (gama-
glutamyltransferaza). ZvySuji se také jaterni engyALT (alaninaminotransferdza)

a AST (aspartataminotransferaza), hladiny cholektexr Zlwovych kyselin [33].

4.3. Extrahepatalni cholestaza

Béhem obstrukce Ztiovych cest, ve kterych dochazi ke zvySeni tlakejialj
dilataci, dochazi k i@stupu konjugované #la do systémové cirkulace a k mnozstvi
komplexnich poruch, které jsou ve velkéienizavislé na stupni a délce trvani
cholestazy. B dlouhodokjSim trvani této poruchy dochazi k poruseni hepaioc
Po zvySeni tlaku ve Zéovodech se Zludostava do athu jak ges lymfatickéreciste,
tak paracelularnim tokem mezi hepatocyty. MozZnyi jgienos vakuolami i@s
hepatocyty, ve kterych dochazi k velké produkci doxidusného. Nhi se takeé
morfologie a funkce mitochondrii, tight junction @ndoplazmatického retikula.
Nejcastji se extrahepatalni cholestdza objevuje u tumpankreatu, cholelitiazy,
cholangiogennich tumar obturujicich terminalni¢ast Zlgovodu, sten6z a tumir
Vaterovy papily [34]. V experimentalgasti byla po dobu 28 dnnavozena obstrukce
(sekundarni biliarni cirh6za), kdy se zaznamenahidetni vyvoj cholestazy a fibrozy
a byly zjisSeny biochemické zrmy [35]. Sekundarni biliarni cirh6za jeisledkem
chronické extrahepatalni cholestazy, kde dochdmiskozeni jaterip procesech, které
zhorSuji ptitok Zlwi Zlu¢ovody [36].
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4.4. Intrahepatalni cholestaza

Intrahepatélni cholestdza mackolik pricin, predevSim je to porucha
metabolismu nebo transportu &wych kyselin. Primarni forma tohoto onemégcihnse
vyskytuje bez fedeSlého onemoeni jater nap. u sepse, kdy lipopolysacharidy zvysSuji
cytokiny a oxid dusnaty. Sekundarni forma poukazuge prodlané nebo fitomné
jaterni onemoai [37].

Mezi nefastji se vyskytujici cholestazy gatPBC (Primarni biliarni cirhdza)
a PSC (Primarni sklerdzujici cholangitida). PBGgpurulentni destruktivni zéttivé
onemockni interlobularnich a septalnich intrahepatalnitit@vodi [38]. Jedna se
0 autoimunitni onemoeni neznadmé etiologie. thdy pacient Ize prokazat antigeny
HLA-B8 (,Human leukocyte antigen“), HLA-DR3 nebo KEDR4, které jsou typické
pro jiné autoimunitni onemoéni. Ve vice nez 90 % jsou postizeny Zeny mladsiho
a stedniho ¥ku. Fiznaky intrahepatalni cholestazy progredujici &nait cirhoze
zahrnuji Uporné s\déni, kozni xantomy, sekundarni hypercholesterolémdrtalni
hypertenzi, osteopénii a malabsorpci ttuliposolubilnich vitamig a kalcia. Jiz
v éasném stadiu onemosri dochazi ke zvySeni alkalické fosfatazy
a gamaglutamyltransferazy, aktivita aminotransfej@zrelativié nizSi. Koncentrace
bilirubinu v séru je dlouhou dobu v noémpozdji stoupd konjugovany bilirubin.
Charakteristickym nalezem jéifpmnost AMA (,Antimitochondrial antibodies"), ktér
se zandfuji proti dehydrogenazam 2-oxokyselin [39].

PSC je chronické onemosmi jater charakterizované zZgem a fibrézou
Zlucovych cest, které vedou k nepravidelné obliterdoicgvych cest. Tato progresivni
porucha se vyviji k nasledné cirhdze jater a jateunselhavani. Mezi symptomy PSC
pafti pruritus, Unava, ztrata hmotnostiiigani tlesnych teplot a bolest v abdominalni
oblasti [40]. Hodnoty ALT a AST se pohybuji v narnbilirubin, ALP a GGT se
zvySuji [41]. U tohoto onemoéni jsou detekovany ANA (,Antinuclear antibodies"),
pPANCA (,Perinuclear antineutrophil cytoplasmic datdies”) a SMA (,Smooth muscle
antibodies”) protilatky.

V mnoha pipadech dojde k cholestaze néasledkem inhibice paatsich
proteini samotnymi l&ivy nebo jejich metabolity [32]. Mezi &éva, kterd zpgsobuji
cholestdzu, p#&t ACE inhibitory, B-blokatory, benzodiazepiny, cyklosporin A,
erytromycin, ketokonazol, sulfonamidy, warfarin Kjcholestatickému isobeni |éiv

dochéazi pomociit mechanisr:
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* hypersenzitivni reakci spodgti neadekvatni odp@d’ proti jaterni tkani
a spojenou siftomnosti sérovych autoprotilatek vyvolavajici
imunoalergickou hepatitidu (nAmeuroleptika, éktera antibiotika)

e pitimym poSkozenim zliovodi (nag. 5-floxuridin, sporidesmin)

» selektivni interferenci |éku s transportnimi proyei sinusoidalni
a apikalni membrany hepatocytu (hagpyklosporin A, rifampicin) [33].

Sepse vznikaisobenim endotoxinu na kanalikularni membranovéspariéry.
Nejcastji ji doprovazi pneumonie, endokarditidy, pyelorntédy, a inraabdominalni
infekce. Je zfisobena bakterialnimi toxiny gramnegativnich baktederé indukuji
prozartlivé cytokiny IL-1, IL-6 a TNFe. Bakterialni toxiny a indukované prozidlivé
pusobky snizuji expresi jaternich transpaitézejména MRP2, NTCP a BSEP.
Endotoxin zvySuje expresi adhezivnich molekul naokateralni straf hepatocytu,
piicemz dochazi k infiltraci portalnich poli zdlivymi bunkami. Zarové se zvySuje
produkce vazodilatae ptsobiciho oxidu dusnatého a indukuje se NO-synta3h |

Alkohol je nejfrekventova&jsi piicinou vyvolani cholestazy, kde se vyskytuje
v n¢kolika piipadech Zloutenka, zéiai ©€zkou formu nemoci [37]. Nadémé uzivani
alkoholu s poSkozenim jater je doprovazeno endotdxg portalnim i systémovém
recisti, pricemzZ s pimym pisobenim alkoholu dochazi k aktivaci Kupfferovychdu
Ta vede k produkci prozéttivych cytokini. Alkohol téZ gimo inhibuje transportéry
pro Zlwwové kyseliny na bazolateralni memb¥drepatocyi.

Incidence &hotenské intrahepatalni cholestazy (ICP) neiliSpvysoka. Jeji
piicina je komplexni nebo &di¢na. Dochazi k poSkozeni plodu diky hrorad
Zlucovych kyselin v systémové cirkulaci matky, ty jsoansportovany i@s placentarni
bariéru a kumulovany v plodové wadNasled® dochazi k negativnchronotropnimu
pusobeni, srdmi arytmii ¢i srdeni zasta¥ plodu a zvySeni citlivosti myometria

na oxytocin [33].

4.5. Terapie cholestazy

Jedind dinna I&ba cholestazy sgova v podaniursodeoxycholové kyseliny
(UDCA) [3]. Jedna se o hydrofilni latku, ktera oatupe burgéné membrany ied
detergentnim &inkem toxickych, hydrofobnich Zéovych kyselin. ZlepSuje klinické
projevy, laboratorni parametry, pouziva se u chatiekych jaternich chorob, jako jsou
polékova poskozeni, primarni sklerozujici choladgit alkoholické nebo virové

onemockni s cholestatickym fibéhem a &hotenska cholestaza [42]. Ph@sinictvim
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z&kladniho terapeutickéhatidku UDCA se mdni sloZeni Zlge, dochazi ke zvySeni
obsahu hydrofilnich Zktovych kyselin, coz vede k poklesu toxického poSkdapitelu
Zlucovych cest, poklesu retence &bwych kyselin v hepatocytech a k inhibici apoptézy.
Vyznamré také misobi na sloZeni smiSenych micel bohatych na fqsflyli ¢imz
zabrauje piimému kontaktu Zke s cholangiocyty. Dochazi ke stimulaci exprese
trasportéii BSEP, MDR3, MRP2, fosforylaci proteinovych ntisa proteinovych kinaz

a fosfatdz. UDCA je silnym agonistou nuklearnicicegofi PXR (,Pregnane
X receptor”) a FXR (,Farnesoid X receptor®) [3].

Mezi dalSi moZnosti pouzivané v terapii cholestpai fenobarbital, ktery je
silny aktivator jaderného receptoru CAR (,Constitat androstane receptor).
Stimuluje translokaci CAR z cytoplazmy do jadragkgisobi na jadernou transkripci.
Jeho vedlejSi dinky jako je sedace a tvorba neaktivnich metaboliitaminu D,
omezuje jeho dlouhodobé klinické pouZiti.

V 1écbé¢ cholestatickych onemoéni predevsSim intrahepatalni cholestazy
u hotnych byva podavarS-adenosyl-L-methionin (SAME) Jeho dinky jsou
antioxidani, zlepSuje membranovou fluiditu a facilitaci suiéfce 1J-estradiolu,¢imz
se brani cholestatickémuignbeni [34].

Bezafibrat je agonistou PPAR- (,Peroxisome proliferator-activated receptor
a") receptoru, ¢imz dochazi ke zvySeni exprese MDR3 proteinu naalkanarni
membrag a exkreci fosfolipid do Zlwe. Bezafibrat zvySuje tvorbu micel
s hydrofobnimi Zlgovymi kyselinami a sniZuje plazmatické koncentrddd®, GGT
a zlwovych kyselin [43].

Silny inhibitor lidského CYP7Arifampicin blokuje syntézu Zzkovych
kyselin a zvySuje exkreci konjugaklucovych kyselin s glukuronidy do mie. Indukci
CYP3A4 rovréz stimuluje @-hydroxylaci zlkovych kyselin. Po jeho podavani se
zvySuje exprese CYP3A4 a MRP2 mRNA, ktera je regama nuklearnim receptorem
PXR. Rifampicin se Us§né pouziva pi pruritu u cti i dosglych. Dlouhodoba l&a je
omezena jeho nezadoucimiinky — hepatotoxicitou, zvySenym rizikem tvorby
Zlucovych konkremerit, snizenim hladiny 25-OH-cholekalciferolu a rizikermaniku

rezistentnich bakterialnich infekci [3].
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5. Jaterni transportni systémy a cholestaza

Nekteré zvieci modely experimentalni cholestazy &které cholestatické
onemocgni jater u lidi maji spotsé schéma adaptivnich odgdv zahrnujici zrény
exprese transportnich protéinrato odpowd’ chrani hepatocytyipd retenci toxickych
biliarnich latek pedevSim bilirubinu a Zltovych kyselin. Adaptivni zemy zahrnuji
down-regulaci bazolateralnich transportnich prdigiro import latek doprovazeny up-
regulaci bazolateralnich efluxnich systém Snizena exprese bazolateralnich
transportér byla prokadzana u lidi s chronickym cholestatickgnemocgnim (Obr. 5)
[44].

Hladiny MDR1 a MDR3 transportérjsou zvysené u pacients obstrukni
cholestazou, iiXemz sodasré dochazi ke zvySeni koncentrace sérového bilirubinu
a alkalické fosfatazy [45]. Exprese BSEP a MDR3tgimi je vysoce regulovana
nuklearnim receptorem FXRimz dochazi k jejimu zachovani [46]. U PBC (Priniarn
biliarni cirhdza) je exprese MDR3 proteinu zachav§h5]. SniZzend exprese proteinu
MRP2 se vyskytuje jen uékterych pacierit ve ¢tvrtém stadiu PBC, u ostatnich stadii
této nemoci je zachovana [44]. Exprese BCRP j@eng u paciefits PBC.

Exprese NTCP a OATP1B1 transportnich prateje snizena u pacient
s extrahepatalni biliarni atrézii [45], pozdnichdét PBC, PFCI2 (Progresivni familiarni
intrahepatalni cholestaza typu 2) a PFCI3 (Prognésfamiliarni intrahepatalni
cholestaza typu 3), PSC (Primarni sklerotizujiodlahgitida) a ikterické cholestazy
vyvolané zadtem. Toto plati rovég pro transportér OATP1B1. SniZzena exprese
OATP1B3 proteinu se vyskytuje u PFIC1 (Progresifamiliarni intrahepatalni
cholestaza typu 1) a PFIC2 [46]. Exprese transpoftd CP, OATP2B1, OATP1B1,
OATP1B3, OCT1 a OAT2 je snizena diky TNFa IL-6 na primarnich lidskych
hepatocytech. U dkterych proteid jako NTCP a OATP1B1 dochazi k down-regulaci
na urovni proteinu, zatimco u NTCP, OAT2, OCT1 @mxasré redukovana jejich
transportni aktivita [47]. Exprese bazolaterélnietiuxnich transportnich protein
MRP1, MRP3, MRP4, MRP5 je zvySena v poslednim at&HC. Podobhise i exprese
MRP3 a MRP4 protein zvySuje pi PFIC3. Exprese MRP3 transportéru se zvysuje
i u biliarni atrézie a biliarni obstrukce, sekum@aru karcinomu Zltovych cest
a pankreatu [44]. OSWpB protein je up-regulovan u cholestatickych onenga¢n
predevSim u PBC. Tento transportér je regulovan @ukien proteinem FXR a jeho

eflux jetizen vzestupem koncentraceé&uych kyselin v jatrech. [46].
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Jaterni transportni systémy a cholestaza

Obr. 5. Anticholestaticka obranna reakcégetzato a upraveno z [15].
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Zadani diplomové prace — cile prace

6. Zadani diplomové prace-cile prace

Cilem této diplomové prace bylo &eni cholestatického poskozeni jater
navozené podvazem Zmvodu v trvani 28 dni u potkdnpomoci analyzy exprese
efluxnich jaternich transportnich proteir{Bsep, Bcrp, Mrp2, Mdrl, Mdr2, Mrp3,

Mrp4) na urovni mRNA a proteinu.
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7. Experimentalni ¢ast

7.1. Chemikalie

Primérni mysi polyklondlni protilatky C219, M2lll& BXP-21 zarseny na
detekci Mdrl (180 — 190 kDa), Mrp2 (170 — 180 kR&Bcrp (70 kDa) byly ziskany od
Signet Laboratories, Inc. (Dedham, MA, USA). Primidralici polyklonalni protilatky
anti-Mrp4 a anti-Mdr2 pro detekci Mrp4 (150 kDaMalr2 (170 kDa) byly zakoupeny
od Abcam plc (Cambridge, UK). Primarni mySi polykdini protilatka MII-21 pro
detekci Mrp3 (180 — 190 kDa) byla zafisd od Alexis Corporation (Lausen,
Switzerland) a protilatka anti-Bsep pro zisit Bsep (160 kDa) byla ziskana od Santa
Cruz Biotechnology, Inc. (CA, USA). Kréli polyklonalni protilatka antp-actin (42 —
45 kDa) byla zakoupena od Sigma Chemical Co.(Stid,oMO) jako kontrola pro
Western blot. Sekundarni protildtka zead Kenovou peroxiddzou (oV protilatka
proti mySimu IgG) byla ziskana od GE Healthcarealtey CR). Krali¢i protilatka
zna&ena sekundarnir&novou peroxidazou proti kozimu IgG bylafizena z Pierce
Biotechnology (Rockford, USA). VSechny ostatni refag)a chemikalie byly zakoupeny
od firem Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) a BicaR Laboratories (Herkules, CA,
USA).

7.2. Pokusna zviata

V experimentalniasti byli pouziti laboratorni potkani kmene Wistavychozi
hmotnosti 280 — 320 g (SPF (,Specific pathogen‘jre&nlab, PrahaCeské republika).
Podstatouin vivo studie bylo navozeni cholestatického posSkozerr jat obstruni
cholestazy (resp. biliarni cirh6zy) po dobu trv@8i dmi u potkari obstrukci ductus
choledochus implantovanou zaslepenou sondou, ktdeavyvedena do podkoziibni
stny.

Laboratorni zwiata byla rozélena do dvou skupin po Sesti jedincich v kazdé
skupire:

a) Sham — kontrolni skupina sham operovanych pdikaa stejnych
podminek bez obstrukce
b) BDO — potkani s obstrukci ductus choledochus.
Béhem operace byl zkdtim jednorazo¥ podan pentobarbital, celkové anestetikum
v davce 50 mg/kg i.p. Laboratorni potkani byli utéis za danych podminek (&elny
rezim 12 hod tma + 12 hod &lo, teplota vzduchu 22 + 2 °C) v Centralnim vivari
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Lékarské fakulty, kde i volny pristup ke krmivu a vafl Etick4 komise Lékiaké
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové schvédi vSechny pdebné experimenty,
které se uskutmily v souladu s pokyny uvedenymi ve vyhlasee 207/2004 Sb.,
o ochra®, chovu a vyuZziti pokusnych Zai. Po skoteni experimentu byla ztdta
usmrcena exsanguinaci a ihned byla jejich jatranuyg. Poté doSlo k jejich zchlazeni
tekutym dusikem a uloZeniip80 °C.

7.3. gQRT-PCR

Analyza genoveé exprese Bsep, Mrp2, Mdrla, MdrllpBRIidr2, Mrp3 a Mrp4
byla provedena metodou gRT-PCR s pouzitim Appliesystems 7500 HT Fast Real-
Time PCR systému (Foster City, USA). RNA byla ziskae vzork potkanich jater za
pouziti TRI regentu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MOSA) pomoci pistroje QlAcube
(QlAgen, USA). Pouzitim spektrofometru NanoDrop NIDAO (BioTech a.sCR) byla
stanovena koncentrace RNAgtHanim absorbancetip260 nm a jejicistota porndrem
absorbanceip260 a 280 nm. Néasledrbyla RNA gepsana do cDNA za pouziti High
Capacity cDNA Reverse Transcription KiTu (Applieib8ystems, Foster City, USA).
Do reakce bylo napipetovano 50 ng analyzované DNAena amplifikace kazdého
vzorku byla stanovena v triplikatech pouZitim Taqg¥l&Fast Universal PCR Master
Mixu a Tag-Marff Gene Expression Assay mixu pro Bsep (Abcbl1l, RBPOBI ml),
Mrp2 (Abcc2, Rn00563231_ml), Mdrla/b (Abcbla/b, B5®1394 mI/Rn00561753
ml), Bcrp (Abcg2, Rn00710585_m1), Mdr2 (Abcb4, RB6R185 ml), Mrp3 (Abcc3,
Rn00589786_ml) a Mrp4 (Abcc4, Rn01465702_ml), kieyly zakoupeny od Applied
Biosystems (Foster City, USA). Teplétdasovy profil byl: 95 °C po dobu 180 s; 40
cykli: 95 °C po dobu 7 s, 60 °C po dobu 25 s. Za poufitu referednich geri
GAPDH (Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza) (43®E3 Applied Biosystems,
Foster City, USA) a Ywhaz (Tyrosin 3-monooxygenazgptofan 5-monooxygenaza
aktivujici protein, zeta polypeptid) (GENERI BIOTHGs.r.0., Hradec Kralové(R)
byla provedena normalizace pomoci geNorm podle. [B8prese kazdého vzorku byla
ziskana podle jiz iidve popsaného postupu [49]. Data byla stanovenangimkym
praimérem exprese GAPDH a Ywhaz a naslednym porovnanimal@ovanych dat

byla ugena relativni exprese mezi kontrolni a cholestatickkupinou.
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7.4. Western blot

Plazmaticka membrana z jaternich homogemdda gipravena podle jiz idve
publikovaného postupu [50]. Jatra byla homogeninavée vychlazeném pufru (1 ml)
tvoreného z 10 mmol/l Tris—=HCI a 250 mmol/l sukrézy, {6, ktery obsahoval
inhibitory protedz: 2 mg/ml aprotininu, 0,5 mg/ralpeptinu a 0,5 mg/ml pepstatinu za
pouziti homogenizatoru MagNA Lyser (Roche DiagrasstsmbH, Nmecko) po dobu
2 x 15 s pi 6500 rpm. Poté praihla centrifugace homogeriat3000 g, 4 °C, 10 min),
piicemz byl ziskan supernatant, ve kterém byla&j@koncentrace celkového proteinu
metodou BCA (BCA Protein Assay kit, Pierce, RockfotL, USA) a vzorky byly
uchovany pi -80 °C.

Homogenaty (10Qg proteinu na jamku) byly inkubovany se vzorkovyuairpm
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)i pokojové teplot po dobu 30 min a byly
odkleny na SDS-PAGE polyakrylamidovém gelu o koncemnta50 % pro Bcrp
a pro ostatni proteiny o koncentraci 6,25 %. Pngteibyly preneseny na
polyvinylidenfluoridovou (PVDF) membranu (GE Healttre, PrahaR), kde na zbylé
vazebné kapadtmembrany byla blokovana laktoglobuliny po dobwun@diodiny v 5 %
roztoku odténéného miéka v TRIS pufru (0,05 % Tween 20) (TBSMgmbrany byly
inkubovany s primarni protilatkou po dobu jedné ihgdoti pokojové teplot v téchto
koncentracich: C219, M2lII5, M-21, anti-Mdr2 a BXP-21 1:500; anti-Mrp4 1:1000
a anti-Bsep 1:500. Po promyti membrany 3x v roztoB$-T nasledovala inkubace se
sekundarni protilatkou ip pokojové teplat po dobu jedné hodiny v nasledujicich
koncentracich: ai protilatka zn&ena sekundarnirf&novou peroxiddzou proti mysSimu
IgG 1:1000 pro C219, M2IlI5 a M-21, 1:500 pro BXP-21, pro anti-Bsep 1:2000
a krali protilatka proti kozimu IgG 1:5000 pro anti-Mra41:500 pro anti-Mdr2. Po
opétovném promyti v roztoku TBS-T byla provedena detek pomoci
chemiluminiscetniho ¢inidla (ECL kit, Amerham-Pharmacia,Buckinghamshwve)ka
BritAnie). Obraz ziskany vyvolanim filmu (Hyperfilm Amerham-Pharmacia,
Buckinghamshire, Velka Britanie) byl naskenovan itkavanym denzitometrem
ScanMaker i900 (UMAX, Prah&R) s naslednou kvantifikaci softwarem QuantityOne
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). Jako endogdwntrola bylo stanoverf-
actinu (koncentrace 1 : 5000, koncentrace sekunha&th protilatky proti mySimu 1gG
1:8000).
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7.5. Statisticka analyza

Vyjadieni vysledk odpovida piméru £ SEM (stedni chyba gmeéru), pricemz
v kazdé skupi& bylo 6 zviat. Statistické hodnoceni bylo provedeno neparowym
testem za pouziti GraphPad Prism 5.0 software (Si@go, Kalifornie). Hodnota

p<0,05 je povaZzovana za statisticky signifikantni.
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8. Vysledky

Hodnoty exprese transportnich profeirp2, Bsep, Bcrp, Mdrl, Mdr2, Mrp3
aMrp4 u Sham-operovanych ¥afi a zviat BDO s podvazem Zovodu byly
stanoveny metodami gRT-PCR a Western blot a jejigsledky byly zaznamenany
(Obr. 6 a 7).

8.1. gRT-PCR

Zmény exprese transportnich protéima arovni mRNA stanovené metodou
gRT-PCR zobrazuje (Obr. 6). Ke statisticky vyznamoézvySeni exprese na arovni
MRNA doslo ve skupinBDO u Mdr2 na 303 %, Mdrlb na 340 % a Mrp3 na 9900
v porovnani s kontrolni skupinou. Naopak ke snizexprese mRNA doslo u Mrp2
transportéru na 42 %. Zmy hladiny Bsep, Bcrp, Mdrla a Mrp4 mRNA nebyly
statisticky vyznamné.
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Obr. 6. Exprese transportnich proteini na Grovni mRNA stanovena metodou gRT-PCR.
Hodnoty v grafech jsou vyjéeny jako % kontroly (pimeér £ SEM, n = 6). Sham, kontrolni
skupina sham operovanych iati bez obstrukce; BDO, #Zgita s obstrukci ductus choledochus.
Signifikantni rozdil oproti kontrolni skupin(* p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001).
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8.2. Western blot

Vysledky exprese vybranych efluxnich transportnjmtoteini stanovenych
metodou Western blotu zobrazuje (Obr. 7). Ve sku@®dO dosSlo k vyznamnému
shizeni exprese proteinu u Mrp2 na 31 %, Bsep n% 20Mdr2 na 82 % v porovnani
se Sham skupinou. Naopak byla exprese vyzgamapSena u proteinBcrp na 160 %,
Mdrl na 1010 %, Mrp3 na 940 % a Mrp4 na 140 % nowoani s kontrolni skupinou.
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Obr. 7. Exprese transportnich proteini stanovena na Urovni proteinu metodou Western blot.

Hodnoty jsou vyjateny jako % kontroly (gmmeér + SEM, n = 6).Sham, kontrolni skupina sham
operovanych zvat bez obstrukce; BDO, Zata s obstrukci ztiovodu. Reprezentativni obrdzek
Western blotu umighy pod kazdym grafem obsahuje 6 b&ngrvni 3 (zleva) fedstavuji nahodn

3 vybrana zvfta ze Sham skupiny, druhé 3 bandy jsou 3atinahod& vybrana ze skupiny
BDO. Signifikantni rozdil oproti kontrolni skugirf* p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001).
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9. Diskuze

Cholestaza je porucha tvorby a wdwani ZIki, kterd vede k neschopnosti
organismu dodat do duodena désfeci mnozstvi Zlge. Cholestatickych onemogmi
v poslednich letech vyznamnpribyva. Vziistd pd@et hormonald podmirgnych
cholestaz v klimakteriu a dochazi i kastu polékovych poSkozeni i cholestaz
provazejicich zanlivd onemocgni. Rovréz piibyvaji chronicka cholestaticka
onemocgni PBC (Primarni biliarni cirhdza) a PSC (Prim&klerozujici cholangitida).
Na paatku je fada cholestatickych zn reverzibilni, pi dlouhodobém trvani
cholestazy dochéazi krozsahlému poskozeni funkgeatbeyfi. Poté onemocmi
progreduje a riize korgit ireverzibilnim poSkozenim jater az jaternim selfm.

Pricina extrahepatélni cholestazy lezi mimo jatra «lipickym syndromem
doprovazejicietnd onemoami jater [33]. Obstrudni cholestazaiedstavuje fiblizné
70 % vSech cholestatickych onem&ah z nichZz nej¥tSi ¢ast tvai malignity, na
druhém mist je cholelithidza. Lé&a spe@iva v chirurgickém odstrani peiciny
obstrukce, ktera ale nezabrani rozvijejici se sepsiSkozeni jaterni tkén

Behem obstruéni cholestazy dochazi ke kumulaci jednotlivych sloZlwe,
piedevsim Zlgovych kyselin a bilirubinu. ZvySena hladinachto latek poskozuje
jaterni tkd, coz vede ktvorb reaktivnich kyslikovych slaienin. Naproti tomu,
zvySena plazmatické hladina bilirubintigobi protektivs proti vzniklému oxid&nimu
stresu v jatrech. Reakci na hrormsadlatek je redukce kanalikularni exkrece, naopak
dochéazi ke zvySeni exprese bazolateralnich eflaxiansportér. V této diplomové
praci byl sledovan vliv obstriki cholestazy navozené podvazeméditodu v trvani
28 dni a jeho vliv na jednotlivé transportni proteiny.

V této praci byla pozorovana sniZzena hladina MraZirovni mRNA i proteinu,
coz je zmsobeno endocyt6zou proteinu z kanalikularni mempran eventualé
proteolyzou v lysozomech a/nebo inhibidepisu samotného genu snizenim aktivity
transkrignich faktotfi. Zaroveh dochazi k obranné reakci s cilem zamezit moznosti
transportu zlte pres kanalikularni membranu a jeji nasledné Wwémii do duodena
[13]. Exprese kanalikularniho Mdr2 proteinu je rieyadna zldovymi kyselinami, které
ovliviuji sekreci fosfolipid do Zluwe [51]. Exprese Mdr2 proteinu jeétem cholestazy
zvySena diky fenosu fosfatidylcholinu, ktery podporuje tvorbu Semiych micel
s naslednou ochranougal Skodlivym detergentnimapobenim Zlgovych kyselin na

okolni tka [31]. V této praci pozorovana snizena exprese Mulo2einu by mohla byt
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vyswtlena sniZzenou bilidrni exkreci fosfolipidu, ktev@&de k nizkofosfolipidové
cholestaze [52]. ZvySena exprese bazolateralnafsportnich protetnMrp3 a Mrp4
piedstavuje alternativni cestu pro Wydwani bilirubinu a Zltovych kyselin z jater a jeji
naslednou eliminaci ledvinami.

Zmeény exprese hepatobiliarnich transportnich syatéma Urovni proteinu
mohou byt primarni ificinou cholestazy, nebo sekundarnirslddkem adaptivnich
zmeén exprese transportéef44]. Jako primarni ificinu cholestazy lze zémy exprese
transportéi popisovat u &dicnych forem onemoemi (nag. progresivni familiarni
intrahepatalni cholestdza typu 2 - mutace BSERp@meru, Dubin-Johnson syndrom —
mutace MRP2). V této studii byly prokazany&m exprese transportéjako odpo¥d’
na retenci toxickych biliarnich latek bilirubinu ducovych kyselin. Aktivuje se
spontanni  anticholestatickd odgdv hepatocyi zahrnujici snizeni exprese
kanalikularnich transportnich efluxnich transpdrtédirp2, Mdr2 a Bsep spaleé
s adapt&nim zvySenim exprese transportnich prateBcrp, Mdrl, Mrp3 a Mrp4.
Nasled® dochazi ke zvySené expresi renalnich transgopss vychytavani a exkreci
latek v primarnich proximalnich tubulech [44][5%/5echny tyto zrény na Urovni jater
a ledvin jsou navozené kompetizan mechanizmem, ktery je alternativni cestou
exkrece pro kumulujici se Zavé kyseliny a bilirubin v organizmu. Ke kompenzaci
dochézi aktivaci spontanni anticholestatické ok#arakce, ktera zniinje stav pomoci
casténého gesnerovani exkrece danych latek z jater do ledvin [4].

Mezi zékladni molekuly, které reguluji transkripgeni kodujicich proteiny
zapojené v hepatobiliarnich transportnich proceseghtéze a detoxikaci Alavych
kyselin, patti transkrigni faktory FXR (,Farnesoid X receptor), PXR (,Premne
X receptor’), CAR (,Constitutive androstane receptoa PPARe (,Peroxisome
proliferator-activated receptar”), na které se &em cholestazy vazou zadrzované
biliarni  latky (Zlwové Kkyseliny, bilirubin). mDleZzitym receptorem spontanni
anticholestatické obranné reakce je FXR, ktery potta za transkrimi regulaci vSech
transportnich proteinzapojenych do homeostazy awych kyselin a bilirubinu. Jejich
kumulace véle vede prosednictvim FXR ke sniZeni jejich syntézy a urychleni
mocové exkrece [54][55]. FXR aktivovany Zlovymi kyselinami reguluje expresi
kanalikularnich transportnich protéinBsep a Mrp2. Exprese Mrp3 a Mrp4 je
regulovana transkrimim receptorem CAR. PXR reguluje transportér MdrMdr2

transportni protein je ovlivim transkrignim faktorem PPARx[16].
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10. Zavér

Cilem pedloZzené diplomové prace bylo&n navozené cholestatické poskozeni
jater u potkafhi analyzou exprese transportnich jaternich prétéBsep, Bcrp, Mrp2,
Mdrl, Mdr2, Mrp3, Mrp4) pro eflux latek na arovniRNA a proteinu.

Pro kompletni pedstavu o ziénach exprese transporiiér obstrukni cholestazy
na urovni MRNA a proteinu byly pouzity metody qRTH®R a Western blot.

Vysledky prokazuji obraz charakteristicky pro obk&ni cholestazu. Byla
potvrzena snizena exprese kanalikularnich protein Mrp2 a Bsep. Dale byla
prokazana zvySena exprese praieiMrp3 a Mrp4 na bazolateralni memb¥an
hepatocytu a Mdrlb a Bcrp protéinokalizovanych na kanalikularni membg&n
MRNA exprese kanalikularniho Mdr2 transportéru bsdgSena, nicménna drovni
proteinu bylo pozorovano sniZzeni exprese.

Zawrem lze konstatovat, Zefipobstrukni cholestaze navozené podvazem
Zlucovodu dosSlo ke snizeni exprese transportnich mfotea kanalikularni membrén
hepatocyi, kde dochazi k efluxu endogennich latek a xendbmhepatocyi do Zlwe.
Naopak exprese bazolateralnich transpoytéerych hlavni tlohou je eflux metabdlit
a konjugat z hepatocyt zpét do plazmy, byla zvySena, coz vede ke kompenzaci

eliminace kumulujicich se bilarnich latek jako jstutoveé kyseliny nebo bilirubin.
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