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Abstrakt

Jana Sindelatova

Zmeéna exprese transportnich proteinii béhem obstrukéni cholestazy u potkanti [
Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Farmacie

Cil prace:

Cilem diplomové prace bylo potvrzeni cholestatického poSkozeni jater
navozeného podvazem zlucovodu v trvani 28 dnti pomoci biochemické analyzy séra
a analyzy exprese jaternich transportéri pro uptake latek Ntcp, Oatplal, Oatpla4d,
Oatplb2 a Oat2 na urovni mRNA 1 proteinu u potkani.

Metody:

Potkani kmene Wistar (n = 6, v kazdé skuping; 280 — 320g) byli rozdé€leni do
dvou skupin: kontrolni skupina sham-operovanych potkanti (Sham) a skupina
S podvazem zlucovodu trvajicim 28 dni (BDO). Biochemicka analyza séra byla
provedena pomoci Cobas Integra ® 800. Zmény v expresi mRNA a proteini byly
hodnoceny gRT-PCR a Western blot analyzou.

Vysledky:

Hladina Zlucovych kyselin byla zvySena u BDO skupiny zvifat na 454 %,
hladina celkového bilirubinu na 4111 % a hladina konjugovaného bilirubinu na 7313 %
V porovnani s kontrolni skupinou. Aktivita ALP byla zvySena na 238 %, aktivita GMT
na 2826 %, aktivita ALT na 1200 % a aktivita AST na 1387 % oproti kontrolni skupin¢.
U BDO skupiny zvitat bylo pozorovano sniZzeni hladiny mRNA u Ntcp transportéru na
51 % a Oatpla4 proteinu na 38 %. Zmény hladiny Oatplal, Oatplb2 a Oat2 mRNA
nebyly pozorovany. Exprese proteinu byla vyznamné snizend u Oatplal na 25 %,
Oatplad na 31 % a Ntcp na 79 % oproti Sham skupiné zvifat. Zmeéna exprese proteinu

nebyla u Oatp1b2 a Oat2 pozorovana.



Zavér:

Vysledky biochemické analyzy potvrdily poSkozeni jater v disledku obstrukéni
cholestazy. Z vysledkii analyzy mRNA a proteinu vyplyva, Ze pii biliarni cirhoze
dochazi ke snizeni exprese bazolateralnich transportérti pro uptake ve snaze zabranit

hromadéni potencialné toxickych latek jako jsou zlucové kyseliny a bilirubin v jatrech.



Abstract

Jana Sindelatova

Alteration of transport proteins expression during obstructive cholestasis in rats |
Diploma thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Pharmacy

Background:

The purpose of the diploma thesis was the confirmation of liver cholestatic
damage induced by bile duct obstruction lastnig for 28 days by biochemical analysis
and analysis of mRNA and protein expression of liver uptake transporters in rats (Ntcp,
Oatplal, Oatpla4, Oatplb2, Oat2).

Methods:

Wistar rats (n = 6, in each group; 280 — 320g) were dividend in two groups:
control group of sham-operated animals (Sham) and group with bile duct obstruction
lastnig for 28 days (BDO). Biochemical analysis of serum was performed by Cobas
Integra ® 800. Changes of mRNA and protein expression of transport proteins were

evaluated by gRT-PCR and Western blot.

Results:

In BDO group, level of bile acids increased to 454%, level of total bilirubin to
4111% and level of conjugated bilirubin to 7313% as compared to control group. In
comparison to control group, activity of ALP was elevated to 238%, activity of GMT to
2826%, activity of ALT to 1200% and activity of AST to 1378%. As compared to Sham
group BDO group showed decreased mRNA levels of Ntcp to 51% and of Oatpla4 to
38%. No signifiant changes were found in Oatplal, Oatplb2 and Oat2 mRNA levels.
Protein levels decreased for Oatplal to 25%, for Oatpla4 to 31% and for Ntcp to 79%.

No changes in Oatplb2 and Oat2 protein expresion were observed.



Conclusion:

The results of biochemical analysis confirmed liver damage caused by
obstructive cholestasis. The results of mMRNA and protein analysis showed reduced
expression of basolateral uptake transporters during biliary cirhosis in an effort to
prevent accumulation of potentionaly toxic compounds such as bile acids or bilirubin in

the liver.
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1.1. Historie

Jatra patii mezi organy nezbytné pro zivot. Jsou metabolicky nejaktivnéjsi tkani
v téle, podili se na metabolismu cukrd, tukd 1 proteinti (1). V jatrech probiha
vychytavani, biotransformace a vylucovani endogennich i1 exogennich latek (2a).
Sekre¢ni funkce jater spo¢iva v tvorbé Zluée a jejim secernovani do stieva. Zlu¢ ma
vyznam pro emulgaci tukll a zaroven tvoii exkrecni cestu pro fadu latek télu vlastnich
I xenobiotik (1).

Umisténi jater v pravé horni Casti dutiny biisni bylo znadmo jiz Homérovi (8. a 7.
stoleti pf. n. L), ktery je povazoval za organ vitality, jehoz poskozeni je smrtelné.
Ptestoze jiz filosofové pred Sokratem znali konkrétni tdaje o struktuie i funkci jater, az
Hippokratova Skola (5. a 4. stoleti pi. n. 1.) polozila védecké zaklady pro pochopeni
onemocnéni jater. Velkym meznikem v déjindch hepatologie byly poznatky Galéna
z Pergamonu (131-201), které byly zakladem hepatologického mysleni po dalsi
tisicileti. V nasledujicim obdobi omezilo védecky rozvoj nabozenské mysleni, a proto
k dalsimu pokroku na poli hepatologie doSlo az v renesanci, konkrétné¢ zasluhou
Leonarda da Vinci (1452-1519). Anatomii da Vinci studoval uz na lidském téle, popsal
cévni zasobeni jater i bilidrni strom. DalSi poznatky pfineslo v 19. stoleti praktické
vyuzivani mikroskopu. Francis Kiernan popsal strukturu jaterniho lalticku, Claude
Bernard objevil v jatrech glykogen. Terapeutické postupy ovSem byly stile velmi
omezené a Casto drastické — pousténi Zilou, pouzivani pijavek, klyzmata ¢i pousténi
krve pfimo z jater. Zafal byt doporucovan zdkaz poZivani alkoholu, omezeni kavy
a koteni. Teprve zacatkem 20. stoleti byl objasnén ptivod zlu¢nikovych kament ve staze
zluéi. Dale doslo ke zlepSeni poznani metabolickych pochodu v jatrech a také k rozvoji
celé fady diagnostickych metod (2b) (3a).

Poruchy tvorby nebo vylucovani zluce jsou oznacovany jako cholestaza. Téchto
onemocnéni v poslednich desitkach let vyrazné piibyva. Zaroven dosSlo k pokroku
V pochopeni mechanismu tvorby zluce, molekularni podstaty onemocnéni i v jeho
terapii. Pii cholestdze dochazi ke kumulaci slozek Zluce v jatrech i mimo né (2c¢).
Bilirubin a zlucové kyseliny pomoci aktivace jadernych receptorti vyvolavaji adaptivni
odpovéd’ organismu, kterda ma za Ukol chranit hepatocyty pfed hromadénim téchto
toxickych latek. Tyto zmény zahrnuji pfedevsim regulaci exprese jaternich transportéra

(4). Pravé nuklearni receptory se stavaji cilem vyvoje novych latek, které budou
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schopné stimulovat jejich aktivaci kompenzatorni mechanismy pii cholestaze cestou

alternativnich exkre¢nich drah (2c).
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2. TEORETICKA CAST
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2.1. Jatra

A4

pfiblizn¢ 1/50 hmotnosti dospé€lého c¢lovéka, tj. 1300-1500 g u zen a 1500-
1800 g u muzi. Maji hladky leskly povrch cervenohnédé barvy. UloZena jsou
intraperitonealné, tésné pod branici, z vétsi ¢asti vpravo. Jejich dulezitost spociva

v metabolické, exkrecni a detoxikaéni ¢innosti (3b) (5).

2.1.1. Morfologicka struktura

Tkan jater je tvofena z jaternich bunék — hepatocyti. Tyto bunky méti prumérné
20-30 um (6). Dv¢ tady tésné priléhajicich hepatocytii predstavuji jaterni tramce,
které se paprskovité sbihaji k centralni véné. Mezi jednotlivymi tramci se vinou jaterni
sinusoidy, coz jsou krevni kapilary, které piivadéji krev z jaterni arterie a portalni vény.
Sinusoidy usti do centrdlni vény a maji diky velkym fenestracim zna¢nou propustnost
i pro velké molekuly bilkovin. Plazma protékajici sinusoidy je filtrovana do tzv.
Disseho prostoru, ktery se nachazi mezi endotelovymi buiikami a hepatocyty, a je
odvadéna do lymfatickych cév (Obr. 1) (5). V Disseho prostoru se dale vyskytuji Itovy
buiky (adipocyty), které skladuji retinoidy. V endotelu jaternich sinusoid jsou
roztrouseny bunky imunitniho systému — Kupfferovy bunky. Jednd se o hvézdicovité
makrofagy, které maji za kol fagocytovat potencialné toxické latky z portdlni krve
a zabranit tak jejich priiniku do systémového ob&hu (2a).

sinusoidy

Zluéové kanalky

centralni véna

vétev portalni vény

vétev jaterni arterie

Obr. 1. Schematické znazornéni struktury jater. Pfevzato a upraveno z (2a).
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Morfologickou jednotkou jater je lalic¢ek centralni vény — lobulus venae centralis.
Ma tvar Sestitthelniku se zaoblenymi hranami a je tvofen vSemi tramci hepatocytl, které
odvadi krev do jedné centralni zily. V misté, kde se stykaji 3 jaterni lalucky
(portobiliarni prostor), se nachazi vétve jaterni arterie, portalni vény a interlobularni
zlucovod (6).

Povrch hepatocytu je kryt membranou, ktera nevykazuje v celém svém pribéhu
stejné vlastnosti. Az 85 % bunécné membrany jaternich bunék tvoii bazolateralni
(sinusoidalni) membrana, kterd sousedi s Disseho prostorem a umoziuje transport latek
mezi hepatocytem a sinusoidalni krvi. Na opa¢ném polu jaterni buiiky se nachazi
zna¢n€ mensi plocha kanalikularni (apikélni) membrany, ktera je exkre¢ni a piimo tvofi
sténu Zlucového kanalku (Obr. 2). Oba p6ly buiikky maji membranu s mikroklky, které
zvétsuji prislusnou kontaktni plochu (5). Na rozhrani mezi bazolaterdlni a apikalni casti
membrany jsou umistény tésné spoje (,,tight junctions), jejichz funkci je zabranit

praniku komponent zluce zpét do krve (7).

tésny spoj

tevae

‘e
ey

Seecanannant

Disseho :
prostor :
i Disseho
: prostor
zhicova kapilara tésny spoj

Obr. 2. Rozdéleni povrchové membrany hepatocytil. Pievzato a upraveno z (5).

2.1.2. Funkce jater

Jaterni tkan zajistuje mnoho fyziologickych funkci. Jedna se o metabolismus
zakladnich zivin (sacharidii, lipid, proteinll), tvorbu a sekreci zlué¢i, vychytavani,
zpracovani a exkreci latek, endokrinni, imunitni a zdsobni funkci, podili se na

termoregulaci, hemokoagulaci, tvorb¢ 1 zaniku Cervenych krvinek (1) (5).
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2.1.2.1. Tvorba Zluéi

Zlu¢ je tvotena filtraci vody a malych elektrolytd z jaternich bun&k jako odpovéd’
na osmoticky gradient vytvofeny aktivnimi transportéry hepatocytu (7). Je tvofena
zejména zlucovymi kyselinami (kyselina cholova, chenodeoxycholova aj.), zlu€¢ovymi
barvivy (bilirubin, biliverdin) a dalSimi latkami rozpusténymi v alkalickém roztoku (8).
Zlu¢ ma dvé vyznamné funkce: podili se na traveni a vstiebavani tukd a tvoii exkredni

cestu pro latky, které nelze vyloucit ledvinami (2a).

2.1.2.2. Metabolismus zakladnich Zivin

Jatra maji glukostatickou funkci, tedy udrzuji hladinu glukézy v Kkrvi ve
fyziologickych mezich. K tomu vyuzivaji procesy glukoneogeneze, glykogenolyzy (pfi
nedostatku glukdzy), glykolyzy, glykogeneze (pfi zvysSené glykémii) a skladovani
glykogenu (2a).

V jatrech dochazi k vychytavani, beta-oxidaci a transformaci mastnych kyselin,
vznikd zde vétSina fosfolipidl, dochazi k tvorbé cholesterolu a lipoproteint a také ke
katabolismu LDL (,,Jow density lipoprotein®), VLDL (,,very low density lipoprotein*)
a chylomikronovych zbytk (3c).

Vsechny plazmatické bilkoviny kromé imunoglobulini a von Willebrandova
faktoru jsou tvofeny jatry, stejné¢ jako mnoho transportnich proteinli (transferin,

transkobalamin, albumin, globulin vazajici tyroxin, ceruloplasmin aj.) (2a).

2.1.2.3.  Vychytavani, transformace a sekrece latek

Jatra pfemeénuji velké mnoZstvi latek endogenniho (napf. cholesterol, hormony,
bilirubin, Zlucové kyseliny) i exogenniho ptivodu (lé¢iva, toxiny). Tento proces probiha
jako sled dé&ji:

e vychytavani (,,uptake*) a transport latek z krve
e degradace nebo pfeména latek v jaterni bunice
e exkrece latek do zluce

Transport latek z krve se odehravéa na bazolateralni membrané hepatocytl. Jedna
se tedy o vychytavani latek ze sinusoidalni krve (2a). Transportni proteiny pro uptake
latek se fadi do rodiny SLC (,,Solute carriers*). Mnohé umoznuji obousmérny transport
latek, dle jejich momentéalniho koncentra¢niho gradientu krev/hepatocyt (9).

Metabolismus latek v jatrech probihd ve dvou fazich. Protoze lipofilni, ve vodé

nerozpustné latky, musi pfed vyloucenim z organismu projit pfeménou na rozpustnéjsi

16



metabolity, je prvni faze tvofena reakcemi, jejichz ucelem je poskytnout vice polarni
slouceniny (oxidace, redukce, hydrolyza). Nejvyznamngjsi roli v téchto procesech hraje
enzymovy systém cytochromu P450 (CYP) (2a). Na prvni fazi obvykle navazuje faze
druhd, pfi niZ je mateiska latka nebo jeji metabolit konjugovan nejcastéji s kyselinou
glukuronovu, déle glutathionem, kyselinou octovou, nebo nékterymi aminokyselinami
(glycinem, taurinem, glutaminem aj.) (10).

Latky, které po metabolizaci opousti jatra zluci, jsou pienaSeny aktivné, proti
koncentracnimu gradientu na kanalikuldrni membrané jaternich bunék. Dé&je se tak
pomoci jednosmérnych ATP-dependentnich transportérii z rodiny ABC transportéra
(,,ATP binding cassette®) (9).

2.2. Transportni systémy v jatrech

Jatra jsou velmi dobfe vybavena pro uptake latek z krve a eflux do zluc¢e nebo
zpét do krve (9). Hydrofobni molekuly mohou prochéazet z krve do hepatocytli prostou
nebo usnadnénou difuzi. Na bazolateralni membrané hepatocytl se navic vyskytuje fada
transportnich proteintl, které prenasi polarni latky i nékteré lipofilni molekuly. Polarni
latky poté mohou byt piepraveny jednosmérnym nebo obousmérnym transportem
bazolateralni membrany zpét do krve (Obr. 3). Transportéry umisténé na kanalikularni
membrané jaternich bunck zajiStuji exkreci latek do zluce (11). Udrzuji tak nizkou
intracelularni koncentraci danych latek a vytvaii gradient pro jejich uptake. Proto jsou
jaterni transmembranové pienaSece urcujici pro clearance endogennich i exogennich
latek (9). Pfenos substrati pomoci transportért je bud’ aktivni (vyzadujici energii) nebo
facilitovany (energii nevyzadujici) (13). Exprese jaternich transportér je ovliviiovana
mnozstvim faktorti, jako jsou napt. 1éCiva, nebo patologické procesy jako zanét ¢i

cholestaza (12).
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Obr. 3. Grafické znazornéni umisténi jaternich membranovych transportéri. Pfevzato a upraveno
z (13).

2.2.1. SLC transportéry

Na bazolateralni membrané hepatocytii se nachéazi transportéry patfici do rodiny
SLC, ktera zahrnuje ptenasecCe vyuzivajici facilitovany a iontové sprazeny sekundarné
aktivni zplsob transportu (14). Mnohé ztéchto transportnich proteini umoziuji
obousmérny transport dle koncentracniho gradientu daného substratu a mohou tedy
plnit funkci vychytavani ze sinusoidalni krve 1 efluxu tamtéz (9). Piehled endogennich
substratti vybranych SLC pienasect zobrazuje Tab. 1.

Jednim z rodiny SLC transportéri je NTCP (,Na'-taurocholate cotransporting
polypeptide*; SLC10A1), ktery je exprimovan pouze v jatrech (9). Tento protein
kotransportuje zlu¢ové kyseliny s Na* ve stechiometrickém poméru 1:2 (15). Zajistuje
tak spolecné s OATP ptenaSeci vetSinu uptaku zluCovych kyselin ze sinusoidalni krve.
Nejvyssi afinitu ma k di- a trihydroxy zlu¢ovym kyselinam, jak u ¢lovéka, tak u potkana
(16). U NTCP transportéru ptevazuje pienos konjugovanych zluovych kyselin (ve
form¢ taurocholatu) nad nekonjugovanymi kyselinami (17). Dal$imi substraty tohoto
transportéru jsou napi. hormony $titné zlazy nebo estron-3-sulfat (11).

Vyznamnou skupinou SLC transportérii jsou OAT (,,Organic anion transporters*;
SLC22A) proteiny. Transport aniontll pfes negativné nabitou membranu hepatocyti
vyzaduje energii. OAT tento problém elegantné fesi vyménou intracelularnich aniontt
za extracelularni anionty, napf. sukcinat (18). OAT2 (SLC22A7) je hlavnim
transportérem exprimovanym na bazolaterdlni membrané jaternich bunck, ostatni

zastupci (OAT 1, 3, 4 a 5) maji vétsi vyznam v jinych tkanich, zejména v ledvinach
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(19). OAT2 ptenasi napiiklad prostaglandin E; a F,,. OAT transportéry mohou
zajistovat obousmérny transport latek (11).

Do skupiny SLC pienasect patii také OCT (,,Organic cation transporters®;
SLC22A) transportéry. Tyto transportéry jsou obousmérné a nejsou spiazeny s zddnym
volnym zdrojem energie, ptenos jejich substratii zavisi pouze na elektrochemickém
gradientu na membrané. Obecné pienasi mensi organické kationty (20). Hlavnim
transportérem této skupiny v jaterni tkani je OCT1 (11).

Dalsi dilezitou skupinou SLC transportérd jsou OATP (,,Organic anion
transporting polypeptide”; SLCO) prenasece. Nékteré OATP proteiny se vyskytuji
predevsim nebo dokonce vyhradné v jatrech (napt. Oatp1b2), jiné jsou exprimovany ve
vice tkanich (napt. Oatplal, Oatplad). Predstavuji na sodiku nezéavisly zplsob
transportu latek rizného plivodu. Tento d¢j probihd zejména pomoci efluxu glutathionu,
bikarbonatu a glutathion-S-konjugati (21). OATP transportéry zajiStuji obousmérny
prenos organickych aniontt, ale také nékterych kationtl, napt. chinidinu, a neutralnich
steroidl (11). Zatim je znamo 11 zastupcl OATP transportérii u ¢lovéka a 15 zastupct
u hlodavca (22). Dé€li se do Sesti skupin (OATP1-6), z nichz kazda obsahuje dalsi
podskupiny (OATP1A, 1B atd.). OATP transportéry vykazuji Sirokou substratovou
specifitu (9). Prestoze se lidské a hlodavci OATP jaterni transportéry 1iSi svou sekvenci
aminokyselin, hlodav¢i Oatplal, Oatplad a Oatplb2 ziejmé plni stejné funkce jako
lidské OATPIB1 a OATPIB3 (23). Oatplal a Oatplb2 piendsi bromosulfoftalein,
Oatplal a Oatpla4 jsou hlavni transportéry pro zlucové kyseliny, mezi jejich dalsi
substraty patii napft. trijodtyronin a tyroxin (9).

Sekrece ZluCovych kyselin zpét do krve se miize dit pomoci OSTa/f (,,Organic
solute transporter o/B*; SLC51) proteinu (16) (24). OST o/f je na sodiku nezavisly
heterodimerni transportér (16). Protoze jeho mechanismus pfenosu latek je facilitovana
difuze, mize zprostiedkovat eflux 1 uptake svych substrati v zdvislosti na daném

elektrochemickém gradientu (25).
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Tab. 1. Pfehled endogennich substrati vybranych transportért z rodiny SLC (9) (11) (19).

Transportér Substraty
NTCP bromosulfoftalein, zlu¢ové kyseliny, estron-3-sulfat, trijodtyronin,
tyroxin
OAT?2 prostaglandin E2, F2a
OCT1 acetylcholin, progesteron
bromosulfoftalein, zlu¢ové kyseliny, estron-3-sulfat, estron-1-
Oatplal sulfat, leukotrien C4, estradiol-17Bglukuronid, bilirubin
glukuronid, trijodtyronin, tyroxin
zlucové kyseliny, estron-3-sulfat, estron-1-sulfat, estradiol-
Oatplad L _ .
17Bglukuronid, trijodtyronin, tyroxin
bromosulfoftalein, taurocholat, estron-3-sulfat, estron-1-sulfat,
Oatp1b2 . T - : :
leukotrien C4, bilirubin glukuronid, trijodtyronin, tyroxin

2.2.2. ABC transportéry

Exkrece metaboliti xenobiotik i endogennich latek do ZluCe se uskutecnuje
pfedev§im pomoci jednosmérnych ATP-dependentnich transportérti. Tyto efluxni
pumpy patii do rodiny ABC pienasecii. Ackoli se vétSina zastupct této skupiny nachézi
na kanalikularni membrané hepatocytii, mnoho ABC transportérti se naléza 1 na
membran¢ bazolaterdlni a pumpuji své substraty zpét do plazmy (19). Piehled
endogennich substratd ABC transportéra se nachazi v Tab. 2.

Do rodiny ABC transportérii patii podrodina MRP (,,Multidrug resistence-
associated proteins*; ABCC) proteintll. V sou€asné dob¢ je zndmo 9 pienaSeci patticich
do této skupiny. PfenaSi mnoho organickych anionickych sloucenin, vétSinou vazanych
na glutathion, kyselinu glukuronovu nebo sulfat (19). NejvyznamnéjSim jaternim
pfenaSeCem MRP podrodiny je MRP2 (,,Multidrug resistence-associated protein 2°;
ABCC2) transportér. Je lokalizovan na kanalikularni membrané hepatocytt a dale napf.
V ledvinach, tenkém stfevé nebo mocovém méchyti. Jeho endogennimi substraty jsou
amfifilni anionty, napf. bilirubin-glukuronid nebo leukotrien Cy4. V jatrech se MRP2
prenaSe¢ podili na tvorbé zluce, kterd je nezavisla na sekreci zlucovych kyselin (26).

MRP1 (,,Multidrug resistance-associated protein 1“; ABCCI1) transportér se

nachdzi na bazolateralni membrané hepatocytl a pfenasi konjugaty s glutationem, napf.
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leukotrien C4 (9). Dal§im vyznamnym zastupcem rodiny MRP je MRP3 (,,Multidrug
resistance-associated protein 3“; ABCC3), ktery je exprimovan také na bazolateralni
membran€. Je zodpoveédny za exkreci zluCovych kyselin a dalSich organickych aniontii
do sinusoidalni krve (10). MRP4 (,,Multidrug resistance-associated protein 4*“; ABCC4)
a MRP5 (,,Multidrug resistance-associated protein 5“; ABCCS5) jsou opét transportéry
bazolaterdlni membrany. Maji podobné substraty, které zahrnuji napi. cyklické
nukleotidy ¢i konjugované zlucové kyseliny (10) (11). Mrp6 (,,Multidrug resistance-
associated protein 6; ABCC6) protein je exprimovan na bazolateralni i kanalikularni
membrané hepatocytl a podili se na exkreci organickych aniontti (11).

BSEP (,,Bile salt export pump*; ABCBI11) je ABC transportér lokalizovany na
kanalikularni membrané hepatocytl. Zajistuje eflux konjugovanych monovalentnich
zlucovych kyselin do Zluce (15). Transport zluCovych kyselin pies kanalikuldrni
membranu je rozhodujicim krokem limitujicim rychlost enterohepatalni cirkulace
a generuje tok zluce (16). BSEP transportér se vyskytuje pouze v jatrech (27).

Na kanalikularni membrané hepatocyti se dale nachazi pienase¢ MDR1
(P-glykoprotein; ABCB1) (11). Tento transportér se vyskytuje v mnoha tkanich, kde
plni ochrannou a exkre¢ni funkci. Primarné pfenasi kationické slouceniny, avSak ma
Sirokou substratovou specifitu (19). MDR3 (,,Multidrug resistance protein 3; ABCB4)
transportér kanalikularni membrany funguje jako translokator fosfolipida (11).

BCRP (,,Breast cancer resistance protein®; ABCG2) protein je dalSim
Z transportért kanalikularni membrany a kromé¢ jater se nachazi v placenté nebo tlustém

stteve. Do zluce pfenasi zejména konjugované steroidy a xenobiotika (11).

Tab. 2. Pfehled endogennich substrati vybranych transportéra z rodiny ABC (9) (11).

Transportér Substraty

MRP2 bilirubin glukuronid, leukotrien C4

MRP4 cAMP, cGMP, konjugaty zlucovych kyselin
BSEP konjugované a nekonjugované zlucové kyseliny
MDR1 steroidni hormony

MDR3 fosfolipidy

BCRP estron sulfat, kyselina listova
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2.3. Cholestaza

Cholestaza je definovdna jako porucha tvorby a vyluCovani zluce ¢i jako
neschopnost organismu dodat do duodena zlu¢ v dostateéném mnozstvi a slozeni (2c¢).
Muize byt také oznacena jako mechanicka nebo funk¢éni blokdda toku zluce
V intrahepatalnim nebo extrahepatdlnim Zlucovodu s navratem zluCovych kyselin do
krve (3d). Cholestaza vede k hromadéni komponent zluci v jatrech (staza zluCovych
kyselin, bilirubinostaza) a poté k jejich kumulaci v séru a k nizké sekreci zluce do stieva
(2¢). To ma za nasledek dysfunkce CNS (pruritus, Ginava), ikterus nebo malabsorpci
Zivin a vitamind (A, D, E, K) vedouci az k osteopenii (28). Biochemicky se cholestaza
projevi zvySenim sérovych hladin alkalické fosfatazy (ALP), y-glutamyltransferazy
(GMT), 5'nukleotidazy a cholesterolu (29). Dalsimi markery jaternich funkci jsou
sérové hladiny alanin-aminotransferazy (ALT) a aspartat-aminotransferazy (AST) (30).
Rada cholestatickych zmén je zpo¢atku vratna, pii déletrvajici cholestize viak
onemocnéni progreduje a dochazi k ireverzibilnimu poskozeni jater az k jejich selhani
(2¢).

Cholestazu mizeme délit na akutni (napf. pii sepsi) a chronickou (napf. primarni
bilidrni cirh6za); na ikterickou a anikterickou apod. Podle lokalizace pficiny poruchy
l1ze rozd¢lit cholestazu na intrahepatalni, je-li pfiina v jatrech, a extrahepatalni,
pokud se pfi¢ina vyskytuje mimo jatra, nejCastéji ve ZluCovodu. VétSinu vyskytu
cholestaz tvoii cholestazy extrahepatalni, zejména maligni onemocnéni s az 50 %,
nasleduje cholelitidza. Dalsi ¢astou pficinou cholestazy jsou septické stavy, iatrogenni
cholestazy (5-10 %) a virové a autoimunitni hepatitidy (5—7 %) (2c). Vyskytnout se

mohou i kombinované formy extrahepatalni a intrahepatalni cholestazy (29).

2.3.1. Obstrukéni cholestaza

Obstrukéni cholestazu zpisobuje mechanicka prekazka v toku zluce. Z tohoto
ditvodu je odtok Zlu€e redukovany a vznika jeji stdza. V zavislosti na umisténi prekazky
tato stdza ovliviiuje celd jatra, nebo pouze jejich Cast. Tok zlu¢e miize byt preruSen
intraluminalni piekazkou (napf. cholelitidza), onemocnénim stén Zzlucovodu nebo
kompresi (3d). Obstrukéni cholestaza trvajici 28 dnli se u experimentalnich zvitat jiz
oznacuje jako sekundérni biliarni cirh6za (31). Pi obstrukéni cholestaze ¢asto zpocatku
chybi Zloutenka, kterd se vyskytne az pozdéji (3d). Dilezitym rysem cholestazy

u Clovéka 1 experimentalnich zvifat je zanét. Mezi projevy zanctu pii obstrukcni
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cholestaze patifi edém a fibréza portobiliarniho prostoru, proliferace bunck epitelu
zlucovodu a infiltrace neutrofilti do portobiliarniho prostoru (32). I v pfipadech totalni
obstrukce zluCovodi nedochazi k Gplnému zastaveni sekrece zluce diky rezidudlni
funkci hepatocytii. Tésné spoje totiz do jisté miry zajistuji jakousi intrahepatalni
cirkulaci zlu¢ovych kyselin (3d). Vybrané priciny obstrukéni cholestazy jsou zobrazeny
v Tab. 3.

Tab. 3. Vybrané ptic¢iny obstrukéni cholestazy (3d).

Obstrukce v oblasti Vaterovy papily

- Zandt - cysta
- cholelitiaza - parazit
- zjizveni - adenom

- duodendlni divertikly

Obstrukce v oblasti zlu¢ovodu

- cholelitiaza - duodenalni divertikl

- pooperacni zuzeni - parazit

- karcinom pankreasu - krvaceni do zluc¢ovych cest
- pankreatitida - nepruchodnost Zlu¢niku

- cysty - papilomatéza

Obstrukce Zlu¢ovodu kameny (cholelitiaza) je jednim z nejcastéjSich onemocnéni
gastrointestinalniho traktu. VétSina zluCovych kament je tvotfena cholesterolem, existuji
ale 1 tzv. ,,pigmentové kaménky*, které obsahuji slouceniny bilirubinu (33). Pfi¢inou
cholelitidizy muze byt napf. nadmérny obsah cholesterolu nebo bilirubinu ve zluci,
hypomotilita zlu¢niku ¢i dysbalance promotord (napt. IgG, IgM a haptoglobin)
a inhibitort (napf. IgA a apolipoprotein A-1) krystalizace (34).

2.3.2. Intrahepatalni cholestaza

Intrahepatalni cholestdza mlze mit mnoho pfi¢in. Primarné se jednad o poruchu
metabolismu nebo transportu zlu€ovych kyselin s riznym mistem putsobeni. Pfi¢ina
vyvolani intrahepatalni cholestazy neni znama, ve vyskytu tohoto onemocnéni je zna¢na
interindividuélni variabilita (3d). Piehled vybranych pfi€in intrahepatalni cholestazy

zobrazuje Tab. 4.
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Tab. 4. Hlavni pfi¢iny intrahepatalni cholestazy u dospélych (2¢).

- primarni biliarni cirhoza

- primarni a sekundarni sklerézujici cholangitida

- cholestaza pfi sepsi

- alkoholicka cholestaza

- polékové a toxické cholestazy

- intrahepatalni cholestaza t€hotnych

- cholestaza pii celkové parenteralni vyzive

- cholestatické formy infekcnich hepatitid

- cholestaza pfi infiltraci nddorovymi bunikami

- dédicné cholestatické syndromy

2.3.2.1.  Primarni biliarni cirhéza (PBC)

PBC je chronické autoimunitni onemocnéni jater. Cilem autoprotilatek jsou bunky
interlobuldrnich zlucovodt, které¢ takto podléhaji apoptéze a nasledné se rozviji
cholestaza. Bez 1écby vede PBC zpravidla k cirh6ze nebo selhani jater po 10-20 letech
(35).

2.3.2.2. Primarni sklerozujici cholangitida (PSC)

PSC je chronické a progresivni zanétlivé onemocnéni, vedouci k obliteraci
zlucovodu a tedy k cholestaze. Pti¢ina PSC je stile nezndmd, nicméné jeji vznik je
asociovan s ulcerdzni kolitidou, Crohnovou nemoci i autoimunitni hepatitidou. Na PSC

je tedy nahlizeno jako na autoimunitni poruchu (36).

2.3.2.3.  Cholestaza p¥i sepsi

Intrahepatalni cholestdza cCasto doprovazi sepsi (1-34 %). Byva zpisobena
bakteridlnimi  endotoxiny gramnegativnich bakterii, které pomoci indukce
prozanétlivych piisobkt (IL-1, IL-6, TNF-a) snizuji expresi jaternich transportérii
zluCovych kyselin a bilirubinu. Jedn4 se o snizenou expresi MRP2, ale i NTCP a BSEP

proteinu (2c).

2.3.2.4. Alkoholicka cholestaza

Pii alkoholem navozené cholestaze se setkavame s podobnou etiologii, nebot’

byva doprovazena endotoxémii, velmi Casto stfevniho ptivodu. Ta spolu s alkoholem
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vede k aktivaci Kupfferovych bunék a tim opét ke zvySené produkci prozanétlivych
cytokind. Alkohol sdm navic muze inhibovat transportéry zlucovych kyselin na

kanalikularni membrané (2c¢).

2.3.2.5.  Lécivy navozena cholestaza

Rada 1é¢iv mize vyvolat poskozeni jater, zejména zlucovodi. Pravé cholestaza je
mnohdy projevem hepatotoxicity nékterych 1éCivych latek. Izolovana cholestaza se
Vv téchto ptripadech vyskytuje relativné vzacné, napi. u jedinct citlivych na steroidni
hormony. Daleko Ccastéji se objevuje cholestaza kombinovana s hepatitidou (37).
Polékova cholestdza mize mit akutni i chronicky priibéh. Akutni cholestdzu mize
vyvolat napf. kyselina klavulanovd ¢i erytromycin, chronicky pribéh je Castéjsi
u chlorpromazinu. Kombinovana cholestaza s hepatitidou je projevem hepatotoxicity
napt. fenytoinu nebo sulfonamidid (38). Vybrané 1éCivé latky spojené s vyskytem

cholestazy se nachazi v Tab. 5.

Tab. 5. Vybrana lé¢iva podilejici se na poSkozeni zlu¢ovodi (37).

Létive Aklttm’v poéktzzeni Chrorvliclfé p0§l°<ozen1'
Zlucovodu Zlucovodu
Allopurinol + -
Amitryptilin + +
Ampicilin + +
Ciprofloxacin + -
Disufiram + -
Fenofibrat - +
Glibenklamid + -
Ibuprofen - +
Imipramin - +
Karbamazepin + +
Kyselina klavulanova + -
Sulindak + -
Tiklopidin + -
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2.3.2.6.  Intrahepatalni téhotenska cholestiza

Béhem téhotenstvi jsou funkce jater ovlivnény zvySenymi sérovymi hladinami
estrogenu a progesteronu, coZ je spojeno s mnoha fyziologickymi zménami, které
mohou imitovat poruchu jater, avSak zvysend hladina zlucovych kyselin a bilirubinu
vkrvi je vzdy patologicka. Intrahepatalni t¢hotenska cholestaza (,,Intrahepatic
cholestasis of pregnancy”, ICP) je nejcastéjSi jaterni onemocnéni vyskytujici se
vyhradné u téhotnych (39). Objevuje se v priitbéhu druhého nebo tietiho trimestru (40).
Pricina ICP je stile neznama, patogeneze muze byt spojena s abnormalitami
v metabolismu a dispozici pohlavnich hormont a zlu¢ovych kyselin podminénymi
genetickou predispozici (39). Hlavnim symptomem ICP je Gporny pruritus, ktery se
zhorSuje v noci a mizi spontdnné béhem par dni po porodu. Je Casto generalizovany, ale

prevazuje na dlanich a chodidlech. Rizikem pro plod je piedCasny porod i intrauterinni

smrt (40).

2.3.3. Farmakoterapie

2.3.3.1.  Ursodeoxycholova kyselina (UDCA)

UDCA je hydrofilni Zluova kyselina, kterd se fyziologicky nachazi ve ZIuci jen
V minimalnim mnoZstvi. Jeji ptiznivy efekt byl prokazan napt. u PBC, PSC, ICP nebo
polékovych cholestaz. Hlavni mechanismus G¢inku UDCA spociva ve zvySeni obsahu
hydrofilnich Zlu€ovych kyselin ve Zlu¢i. Néasledn€ dochazi k menSimu poSkozeni epitelu
Zlucovych cest, ke snizeni retence ZluCovych kyselin v hepatocytech a Kk inhibici
apoptozy. UDCA déle zvySuje expresi transportéri BSEP, MDR3 a MRP2 (2¢).
Dulezitym mechanismem ucinku je také agonistické plisobeni na nukledrni receptory
PXR (,,Pregnane X receptor) a FXR (,Farnesoid X receptor”). Aktivace téchto
receptorl snizuje tvorbu Zlucovych kyselin, indukuje jejich hydroxylaci a konjugaci,
stimuluje export alternativnich zlucovych kyselin a v neposledni fadé redukuje import
zlucovych kyselin do hepatocytii (41). Vzhledem k Casto celozivotni 1é€be je vyhodné,

ze podavani UDCA nema zévazné vedlejsi ucinky (2c¢).

2.3.3.2. Rifampicin
Rifampicin vystupuje jako agonista jaderného receptoru PXR a tim zvysuje
expresi MRP2 transportéru. Dale blokuje syntézu zlu€ovych kyselin inhibici CYP7A1
azvySuje exkreci konjugovanych zlucovych kyselin moc¢i. Lécba Rifampicinem je
vétSinou dobie snasena, ovSem pii dlouhodobé 1é¢bé existuje riziko hepatotoxicity (2c).
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2.3.3.3.  Dalsi agonisté jadernych receptoru

Vyuziti agonisti jadernych receptorti v 1écbé cholestazy se jevi jako velmi
perspektivni. Atorvastatin je agonistou PXR receptoru, a proto se krom¢ své obvyklé
indikace da pouzit i v terapii cholestazy. Stejné tak fibraty, které jsou agonisté PPAR-a
receptoru  (,,Peroxisome proliferator-activated receptor o). Fibraty snizuji
cholestatickou zanétlivou reakci a pisobi cholereticky diky zvySeni exprese MDR3
proteinu (2c). Protoze vSechny dulezité transportni kroky v enterohepatdlni cirkulaci
zluCovych kyselin podléhaji regulaci FXR receptoru, byli vyvinuti jeho silni agonisté,

napft. kyselina 6-ethylchenodeoxycholova, jakozto potencidlni 1é¢iva (42).

2.4. Transportni systémy a cholestaza

Mnoho zvifecich 1 lidskych experimentalnich modelt cholestazy vykazuje
podobné rysy adaptivni odpovédi zahrnujici zmény v expresi transportérd. Tato
odpovéd’ ma za ukol chranit hepatocyty pfed hromadénim toxickych komponent zluci
(bilirubin, Zluové kyseliny). Adaptivni zmény zahrnuji down-regulaci bazolateralnich
pfenaSecli pro uptake a up-regulaci bazolateralnich efluxnich transportérti (Obr. 4.).
Timto zptisobem udrzuji hepatocyty intraceluldrni koncentraci vnitinich metaboliti na
bezpecné, nizké urovni (4). Adaptivni zmény jsou koordinovany nuklearnimi receptory
(zejména PXR, FXR), které¢ jsou aktivovany zlucovymi kyselinami ¢i bilirubinem (43).
Zmény v regulaci transportérit doprovazi i represe enzymu syntézy zlu¢ovych kyselin
(CYP7A1, CYP8BI1) a indukce enzymu (napi. CYP3A4, CYP2B6, sulfotransferdza),
které ZluCoveé kyseliny transformuji na metabolity, které se nasledné vylouc¢i ledvinami
(hydroxylace, sulfatace a glukuronidace) (4). Tato adaptivni odpovéd’ neni omezena
pouze na tkan jater, ale objevuje se 1 v epitelu stfev a ledvin. Adaptivni zmény jsou
bohuzel piili§ slabé, aby plné€ zabranily cholestatickému poSkozeni jater. Toto mlze byt
Castecné zpuisobeno faktem, Ze poskozeni jater cholestdzou snizuje expresi a funkci
jadernych receptorii. Adaptivni odpovéd miize byt posilena nékterymi 1é¢ivy cilenymi

na nukleédrni receptory (napft. kyselina 6-ethylchenodeoxycholova, rifampicin) (43).
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Obr. 4. Zmény exprese jaternich transportérii. Pfevzato a upraveno z (13).

24.1. Zmény v expresi SLC transportéri

Adaptaéni zmény v expresi transportnich systémui hepatocyti pii obstrukéni
cholestaze byly rozsdhle studovany pomoci modelu CBDL (,,Common bile duct
ligation*’; podvaz Zlu¢ovodu) na potkanech (44). Tento model je pouzivan jako model
sekundarni bilidrni cirhdzy, kdy po 28 dnech nastane nevratné poskozeni jater (31).
Dulezitym obrannym krokem je down-regulace transportéru NTCP jako prevence
uptaku zlu€ovych kyselin do hepatocytu. Kumulace zlucovych kyselin aktivuje FXR
receptor a nasledné vede k represi NTCP pienasece (43). Transkripce transportérii
Oatplal, Oatplad a Oatplb2 byla pifi mnoha experimentech na zvifecich modelech
cholestazy také snizena, z obdobného divodu (4) (45). Lidské OATP transportéry jsou
pfi cholestaze exprimovany odliSné. Zatimco exprese OATP1B1 pienasece je pii PSC
sniZzena, exprese OATP1B3 transportéru je zvySenou hladinou ZluCovych kyselin
indukovana, patrné z diivodu udrZeni jaterniho odsunu xenobiotik béhem cholestazy.
Obdobn¢ exprese OATP1A2 pienasece zlistavd nezmeénéna nebo zvysena pii PSC (15).
Zlugové kyseliny pomoci FXR jaderného receptoru dale indukuji i expresi OSTo/p
prenaSece (15) (43).

2.4.2. Zmény v expresi ABC transportéri
Exprese hlavniho transportéru pro zlu¢ové kyseliny do Zluce, BSEP, je pfi
obstrukci Zlucovych cest zachovana a miize omezit rozsah jaterniho poSkozeni. Na
druhou stranu zvysSeny tok Zluce pfi totalni obstrukci ZluCovodu muze poruchu jesté
zhorsit (13) (43). Exprese transportéri MRP3/Mrp3 a MRP4/Mrp4 je zvySena
a umoziuje eflux zluCovych kyselin z cholestatickych hepatocyt (13) (43). MRP2 je
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transportérem, u n¢hoz byla prokazdna down-regulace u vSech forem cholestazy (26).
Snizend sekrece organickych anionti na kanalikuldrni membrané pravdépodobné
zpusobuje kompenzacni zvySeni exprese MRP3 pienaSeCe na bazolateralni membrang,
ktery je transportuje zpét do krve (26). MDRI1 pienaseC¢ je pfi cholestatickych

onemocnénich indukovan, coz bylo potvrzeno i na zvifecich modelech (17).
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3. ZADANI PRACE - CILE PRACE
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Cilem ptedkladané diplomové prace bylo potvrzeni cholestatického poskozeni
jater u potkanl s podvazem zlu¢ovodu V trvani 28 dn pomoci biochemické analyzy
séra a analyzy exprese transportnich proteinti pro uptake latek v hepatocytech (Ntcp,
Oatplal, Oatpla4, Oatplb2 a Oat2) na tirovni mRNA a proteinu.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1. Metodika

4.1.1. Chemikalie

Primarni krali¢i polyklonalni protilatky anti-Oatpla4 a anti-Oatplal zamétené na
detekci Oatplad (75 kDa) a Oatplal (80 kDa) byly ziskany od Millipore (Billerica,
MA, USA), anti-Oat2 zam¢fena na detekci Oat2 proteinu byla zakoupena od LifeSpan
Biosciences, Inc. (Seattle, WA, USA) a anti-Ntcp pro detekci Ntcp (51 kDa) byla
zakoupena od Santa Cruz Biotechnology, Inc. (CA, USA). Primarni kozi polyklonalni
protilatka anti-Oatplb2 pro detekci Oatplb2 (85 kDa) byla pofizena od Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (CA, USA). Jako endogenni kontrola pro Western blot byla
zakoupena mysi polyklonalni protilatka (-actin (42 — 45 kDa) od Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO). Kienovou peroxidazou znacend sekundarni protilatka (osli protilatka
proti krali¢imu IgG a ovéi protilatka proti mySimu IgG) byla zakoupena od GE
Healthcare (Praha, CR). Sekundarni kfenovou peroxidizou znagend krali¢i protilatka
proti kozimu IgG byla ziskana z Pierce Biotechnology (Rockford, USA). Provozni
material a ostatni chemikalie byly zakoupeny od firem Bio-Rad Laboratories (Herkules,
CA, USA) a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

4.1.2. Pokusna zvirata

Pro experiment byli pouziti potkani kmene Wistar (SPF, Anlab, Praha, Ceska

republika) o poc¢ate¢ni hmotnosti 280-320 g. Potkani byli rozdéleni do dvou skupin:
e Sham (kontrolni skupina sham-operovanych zvitat; n = 6)
e BDO (zvirata s obstrukci zlu¢ovodu v trvani 28 dni; n = 6)

Podstatou in vivo experimentu bylo navozeni obstrukéni cholestazy v trvani 28
dnt (sekundérni bilidrni cirhdzy) u laboratornich potkant, u kterych bylo cholestatické
poskozeni jater navozeno obstrukci Zlucovodu implantovanou zaslepenou sondou
vyvedenou do podkozi bfisni stény (BDO skupina). Kontrolni skupina zvitat prod¢lala
pouze sham operaci bez obstrukce (skupina Sham) za stejnych podminek. Zvitata byla
Vv pritbéhu operace v celkové anestézii, kterd byla indukovdna podanim pentobarbitalu
jednorazové v davce 50 mg/kg i.p. Zvifata byla po skonCeni experimentu usmrcena
exsanguinaci, jatra byla okamzit¢ vyjmuta, zchlazena tekutym dusikem a ulozena pii
-80 °C.

Béhem experimentu byla zvifata ustajena v Centralnim vivariu Lékatské fakulty

Univerzity Karlovy v Hradci Kralové (svételny rezim 12 hod svétlo + 12 hod tma,
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teplota vzduchu 22 + 2 °C). VSechny experimenty byly schvaleny etickou komisi
Lékatské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové a provedeny v souladu s pokyny

danymi vyhlaskou ¢. 207/2004 Sb., o ochrané, chovu a vyuziti pokusnych zvifat.

4.1.3. Biochemicka analyza

Koncentrace bilirubinu a aktivita ALT, AST, ALP a GMT v séru byla méfena na
Gerontologické a metabolické klinice Fakultni nemocnice v Hradci Kralové pomoci
Cobas Integra ® 800 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) podle instrukci
vyrobce. Vzorky séra byly ziskany ze vzorkt krve, odebranych z bfisni aorty pokusnych
zvitat, které se nechaly 30 minut odstat, aby mohlo dojit ke koagulaci krve a odd¢€leni
séra. Vzorky se dale centrifugovaly (3000 rpm, 10 min) a nasledné byly zamrazeny pfti
- 80 °C. Za pouziti komer¢niho kitu (Diazyme, Poway, USA) byla spektrofotometricky
stanovena koncentrace zluCovych kyselin. Postup byl nasledujici: do plastové
zkumavky bylo nejprve napipetovano 810 pl reagencie R1 (37 °C) a 12 pl vzorku. Po
ttech minutach bylo ke smési pfiddno 270 pl reagencie R2, smés byla promichana

a ihned zmétena jeji absorbance.

4.1.4. gRT-PCR

Genova exprese Ntcp, Oatplal, Oatpla4, Oatplb2 a Oat2 mRNA byla stanovena
metodou qRT-PCR pomoci Applied Biosystems 7500 HT Fast Real-Time PCR systému
(Foster City, USA). RNA byla izolovana ze vzorkil jater za pouZziti TRI reagentu
(Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA) na pfistroji QIAcube (QIAgen, USA). Mé&fenim
absorbance pii 260 nm za pouziti NanoDrop ND-1000 spektrofotometru (BioTech a.s.,
CR) byla stanovena pfesna koncentrace RNA a také ¢istota RNA pomérem absorbance
pfi 260 a 280 nm. RNA byla poté prepsana do cDNA pomoci Hign Capacity cDNA
Reverse Transcriptin KITu (Applied Biosystems, Foster City, USA). Reakéni smés
obsahovala 50 ng analyzované DNA. Amplifikace kazdého vzorku byla provedena
v triplikatech pomoci TaqMan® Fast Universal PCR Master Mixu a Tag-Man® Gene
Expression Assay mixu pro Ntcp (Slcl0al, Rn00566894 ml), Oatplal (Slcolal,
Rn00755148 ml), Oatplad (Slcolad, Rn00756233 ml), Oatplb2 (Slcolb2,
Rn00668623 ml) a Oat2 (Slc22a7, Rn00585513 ml), vSe zakoupeno od Applied
Biosystems (Foster City, USA). Pouzity teplotni profil ve ,,fast“ modu byl: 95 °C
a 3 min; 40 cykld: 95 °C a 7 s, 60 °C a 25 s. Pro normalizaci byly vybrany 2 referencni
geny za pouziti geNorm (46), GAPDH (4352338E, Applied Biosystems, Foster City,
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USA) a Ywhaz (GENERI BIOTECH s.r.o., Hradec Kralové, CR). Exprese kazdého
vzorku byla vypocitana podle jiz diive popsaného postupu (47). Nejdiive byla data
normalizovana geometrickym pramérem exprese GAPDH (,,Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase®) a Ywhaz (,,Tyrosine 3-monooxygenase/ tryptophan 5-
monooxygenase activation protein, zeta polypeptide™). Nasledné byla stanovena
relativni exprese genti mezi kontrolni a cholestatickou skupinou porovnanim

normalizovanych dat.

4.1.5. Western blot
Vzorky jater byly pfipraveny podle jiz diive publikované¢ho postupu (45).
Nejdiive byla jatra (200 mg) homogenizovana ve vychlazeném pufru (1 ml) 10 mmol/l
Tris—HCI, 250 mmol/l sukréza, pH 7.6, ktery obsahoval inhibitory proteaz: 0.5m g/ml
leupeptinu, 0.5m g/ml pepstatinu a 2m g/ml aprotininu pomoci homogenizatoru MagNA
Lyser (Roche Diagnostics GmbH, Némecko) 2 x 15 s pii 6500 rpm. Centrifugaci
homogenati (3000 g, 4 °C, 10 min) byl ziskdn supernatant, ve kterém byla ur¢ena
koncentrace celkového proteinu BCA metodou (BCA Protein Assay kit, Pierce,
Rockford, IL, USA) a vzorky byly uskladnény pii teploté -80 °C.
Inkubace homogenati (100 pg proteinu na jamku) se vzorkovym pufrem (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, USA) probihala pii pokojové teploté po dobu 30 minut
a nasledovala separace v SDS-PAGE polyakrylamidovém gelu o koncentraci 7,5 %.
Poté, co byly proteiny pfeneseny na polyvinylidenfluoridovou (PVDF) membranu (GE
Healthcare, Praha, CR), byla membrana po dobu jedné hodiny blokovana laktoglobuliny
V5 % roztoku odtuénéného mléka v TRIS pufru (0,05 % Tween 20) (TBST).
Membrany byly inkubovany s primarni protilatkou v nasledujicich koncentracich: anti-
Oatplal a anti-Oatpla4 pii 1 : 5000, anti-Oatp1b2 pii 1:1000, anti-Oat2 pii 1:2500
aanti-Ntcp pfi 1 : 300. Po vymyti membrany v roztoku TBST byla membrana
inkubovana se sekundarni protilatkou opét jednu hodinu v nasledujicich koncentracich:
osli protilatka proti kralicimu IgG 1 : 5000 pro anti-Oatplal a anti-Oatpla4, 1:3000 pro
anti-Ntcp a anti-Oat2, krali¢i protilatka proti kozimu IgG pii koncentraci 1 : 5000 pro
anti-Oatp1b2. Membrana byla poté¢ vymyta v TBST a byla provedena detekce pridanim
chemiluminiscen¢niho ¢inidla (ECL kit, Amerham-Pharmacia,Buckinghamshire, Velka
Britanie). Expozici filmu ziskany obraz (Hyperfilm, Amerham-Pharmacia,
Buckinghamshire, Velka Britanie) byl kalibrovanym denzitometrem ScanMaker 1900

(UMAX, Praha, CR) naskenovan a kvantifikovan s pouzitim softwaru QuantityOne
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(Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). Jako endogenni kontrola byl stanoven B-actin

(koncentrace 1 : 5000, koncentrace sekundarni ovéi protilatky proti mysimu IgG 1 :
8000).

4.1.6. Statisticka analyza

Experimentalni data jsou vyjadiena jako primér + SEM (stfedni chyba praméru)
pro 6 zvifat v kazdé skupiné. Statistické hodnoceni vysledkii bylo provedeno
neparovym t-testem pomoci GraphPad Prism 5.0 software (San Diego, Kalifornie,

USA). Za statisticky vyznamnou byla povazovana hodnota p<0,05.

4.2. Vysledky

4.2.1. Biochemicka analyza

Vysledky biochemické analyzy séra u kontrolni (Sham) i experimentalni (BDO)
skupiny zvifat shrnuje tabulka 6. VSechny sledované parametry byly u zvifat s obstrukeci
zlucovodu statisticky vyznamné zvySeny oproti kontrolni skupiné. Nejvyraznéjsi narast
sérovych hladin byl zaznamenan u Zluovych kyselin a bilirubinu. Hladina Zlu¢ovych
kyselin vzrostla u BDO skupiny zvifat na 454 %, hladina celkového bilirubinu na
4111 % a hladina konjugovaného bilirubinu na 7313 % v porovnani s kontrolni
skupinou. Dalsi specifické markery cholestazy byly v séru BDO zvifat v porovnani
S kontrolni skupinou také vyznamné zvySeny — aktivita alkalické fosfatdzy (ALP) na
238 % a y-glutamyltransferazy (GMT) na 2826 %. Markery jaternich funkci mély v séru
pokusné skupiny zvifat rovnéz zvySenou aktivitu — aktivita alanin-aminotransferazy
(ALT) byla zvySena na 1200 % a aspartat-aminotransferazy (AST) na 1387 %

V porovnani s kontrolni skupinou.
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Tab. 6. Biochemicka analyza séra.

Sham BDO
Bilirubin (umol/1) 1,8 +0,31 T4 £ 1400
Konj. bilirubin (umol/1) 0,67 +0,33 49 + 11**
Zluéové kyseliny (umol/l) 5,5 + 0,65 25 + 5, 2%k
ALT (ukat/l) 1,0 + 0,30 12 +3,5%
AST (ukat/l) 3,1+0,60 43 + 14*
ALP (pkat/l) 1,3+0,16 3,1+ 0,42%*
GMT (pkat/l) 0,023 + 0,013 0,65 + 0,20%

Vysledky jsou vyjadieny jako primér hodnot + SEM (n = 6 v kazdé skuping); Sham, kontrolni
skupina zvitat; BDO, skupina zvifat s obstrukci Zlucovodu; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

4.2.2. gRT-PCR

Vysledky PCR analyzy RNA zobrazuje obrazek 5. Statisticky vyznamné sniZeni
hladiny mRNA na 51 % u BDO skupiny zvifat bylo zji§t€éno u Ntcp transportéru.
Soucasné byla vyznamné snizena také hladina Oatpla4 mRNA na 38 % u BDO zvirat.
U ostatnich bazolateralnich pfenaSec¢t — Oatplal, Oatplb2 a Oat2 — nebyla prokazana
signifikantni zména hladiny mRNA u BDO skupiny zvifat oproti Sham skupiné.
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Obr. 5. Grafické znazornéni vysledk qRT-PCR analyzy Ntcp, Oatplal, Oatplad, Oatplb2 a Oat2
transporér. Sham, kontrolni skupina zvifat; BDO, skupina zvitat s obstrukci Zlucovodu; data
jsou vyjadiena jako prumér + SEM (n = 6 v kazdé skupin€); * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <
0,001.
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4.2.3. Western blot

Vysledky exprese vybranych bazolateralnich pifenasecu stanovenych metodou
Western blotu souhrnné zobrazuje obrazek 6. K nejvyznamnéjSimu sniZzeni exprese
proteinu u zvitat s obstrukei Zlu¢ovodu doslo u transportéru Oatplal a to az na 25 %
oproti kontrolni skupiné. Exprese Oatpla4 proteinu byla u BDO skupiny sniZzena na
31 % a exprese Ntcp proteinu snizena na 79 % oproti Sham skupiné zvifat. Zména

exprese Oatplb2 a Oat2 proteint nebyla prokazana.
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a Oat2 transportérti. Sham, kontrolni skupina zvitat; BDO, skupina zvitat s obstrukci

zlucovodu; data jsou vyjadiena jako + SEM (n = 6 v kazdé skuping); * p < 0,05; ** p < 0,01

B

**% p <0,001. Reprezentativni obrazky Western blotu jsou zobrazeny pod pfislusnymi grafy
s denzitometrickou analyzou dat (kontrola = 100 %).

40



5. DISKUZE
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Mezi dilezité funkce jater patii tvorba a sekrece zluci. Ta ma v organismu dvé
zakladni funkce: predstavuje exkrecni cestu pro latky, které nemohou byt vylouceny
ledvinami, a ma podil na traveni a vstiebavani tuka (2c¢).

Sekrece zlu¢i zavisi za fyziologickych podminek na funkci membranovych
pfenasecl a na strukturalni a funk¢ni integrité hepatobilidrniho systému.

Jako cholestaza je oznacovan stav, kdy dochazi ke stagnaci toku zluce. Obstruk¢ni
cholestdza je obvykle zplisobena obstrukci na urovni extrahepatalnich zluCovych cest
(29). Nartst cholestatickych onemocnéni v poslednich letech doprovazi také rozvoj
poznatk tykajicich se mechanismu tvorby zlu¢e ¢i molekularni patobiochemie
cholestazy (2c). Experimentalni zvifeci modely umoziluji pochopeni patofyziologickych
mechanismi, které se na cholestaze podileji, a implementaci téchto poznatki do
klinické roviny (29).

Na zéklad¢ poznatkd z téchto studii byla popsana adaptivni odpovéd’ organismu
na cholestazu, kterd zahrnuje zmény V expresi jaternich transportérd. Tato odpovéd
chrani hepatocyty pied hromadénim toxickych latek — zlucovych kyselin a bilirubinu.
Adaptivni zmény zahrnuji down-regulaci pfenaSecti bazolateralni membrany pro uptake,
up-regulaci transportérti apikalni membrany a up-regulaci efluxnich pfenaseci na
bazolateralni membrang (4) (44).

Mezi nejvyznamnégj$i jaterni transportéry pro uptake latek patii NTCP protein.
Tento Na'-dependentni protein pienasi do hepatocyti mimo jiné konjugované
a nekonjugované¢ Zlucové kyseliny. Je lokalizovdn na bazolaterdlni membrané
hepatocytti. Tamtéz jsou umistény i OAT2 transportéry, které mohou zajistovat
obousmérny prenos substratii, napiiklad prostaglandint. Dalsi skupinou transportért
bazolateralni membrany jsou OCT transportéry, které pfenasi malé organické kationty
(11). V neposledni fadé patii mezi transportéry pro uptake skupina OATP proteintl.
Spektrum jejich substrati je Siroké, zahrnuje také zlucové kyseliny a bilirubin (9).

Diplomova prace byla zaméfena na ovéfeni cholestatického poSkozeni jater
potkanl s podvazem Zlu€ovodu v trvani 28 dnl pomoci biochemické analyzy séra
a sledovanim zmén exprese jaternich transportérii pro uptake — Ntcp, Oatplal, Oatpla4,
Oatplb2 a Oat2.

Vysledky biochemické analyzy séra zvifat s obstrukci Zlu¢ovodu potvrdily, ze
byla navozena biliarni cirh6za. VSechny sledované parametry — hladiny bilirubinu,

zluCovych kyselin a aktivita ALT, AST, ALP a GMT byly statisticky vyznamné
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zvySeny. Zvyseni aktivity jaternich enzymiit ALT, AST a ALP je citlivym markerem
jaterniho poskozeni (31). ZvysSena aktivita GMT rovnéz poukazuje na poSkozeni jater,
navic je doprovazena zvySenou aktivitou ALP (48). Nejpouzivan€jsim biochemickym
testem pro urceni cholestdzy je stanoveni aktivity ALP v séru. Za fyziologickych
podminek je tento enzym vychytdvan hepatocyty a sekretovan do zluce, a proto
obstrukce zlu¢ovodu vede ke zvyseni aktivity ALP v krvi. ALP je spolu s GMT jednim
z nejcitlivéjsich markert cholestazy (49).

V této praci byla pozorovana snizena exprese Ntcp na urovni mRNA i proteinu.
Mezi hlavni substraty tohoto transportéru patii zlucové kyseliny, které se pti obstrukéni
cholestaze hromadi v hepatocytech a aktivuji FXR receptor, coz nasledné vede k snizeni
exprese Ntcp prenasece (43) (50). Tato zména je soucasti anticholestatické obranné
reakce organismu.

Podobné jako u Ntcp proteinu byla pozorovéna snizend exprese také Oatplad
transportéru na trovni mRNA i proteinu. Oatpla4 rovnéz vychytava zlucové kyseliny
do hepatocytii a snizeni jeho exprese je taktéz soucasti obranné reakce organismu na
hromadéni toxickych latek v jatrech pti cholestaze (4) (13).

Vysledky Western blot analyzy dale prokazaly snizeni exprese Oatplal
transportéru. Na urovni mRNA byla pozorovana tendence ke snizené expresi.
Substratem tohoto pfenaseCe je kromé ZluCovych kyselin také bilirubin, ktery se pti
cholestaze spolupodili na poSkozeni hepatocytll a sniZzeni exprese Oatplal predstavuje
snahu tomuto poskozeni zabranit (4) (51).

Exprese dal$ich pfenaseci — Oat2 a Oatplb2 — zlstala ve skupiné zvifat
s podvazem Zlu¢ovodu beze zmény, coz by mohlo byt zplsobeno faktem, Ze
transportéry umoziiuji obousmérny prenos substratll, a proto se pii cholestdze mohl
projevit kromé uptaku také eflux ZluCovych kyselin z hepatocyt. DalSim divodem

muzZe byt snaha kompenzovat snizenou expresi Oatplal transportéru (52).
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6. ZAVER

44



Cilem ptedlozené diplomové prace bylo potvrdit cholestatické poSkozeni jater
U potkanii s podvazem zlucovodu biochemickou analyzou séra a analyzou exprese
jaternich transportnich proteini pro uptake latek (Ntcp, Oatplal, Oatpla4, Oatplb2
a Oat2) na tirovni mRNA i proteinu pomoci metod qRT-PCR a Western blot.

Zvyseni vSech sledovanych biochemickych parametrti séra (bilirubin, Zluové
kyseliny, ALT, AST, ALT, GMT) prokazalo posSkozeni hepatocytii zpusobené
obstruk¢éni cholestazou.

Vysledky qRT-PCR a Western blot analyzy potvrdily sniZzeni exprese
transportnich proteini Ntcp, Oatplal a Oatpla4 u zvifat s podvazem zlu¢ovodu. Tyto
zmeény odpovidaji cholestatickému poskozeni jater. Zmény v expresi Oatplb2 ani Oat2
transportéru nebyly potvrzeny.

Zaveérem lze konstatovat, Ze pii obstruk¢ni cholestdze u potkani dochazi ke
sniZzeni exprese jaternich transportéri pro uptake — Ntcp, Oatplal a Oatplad ve snaze
zabranit poskozeni hepatocyti zplisobenému hromadénim toxickych latek typu

zlucovych kyselin a bilirubinu.
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Seznam pouzitych zkratek

ABC ,ATP binding cassette* - transportéry vazici ATP

ALP ,»Alkaline phosphatase* — jaterni enzym

ALT »Alanine aminotransferase* — jaterni transaminaza

AST ,Aspartate aminotransferase* — jaterni trnasaminaza

ATP ,,Adenosine triphosphate* - nukleotid

BCRP ,Breast cancer resistance protein‘ — transportér

BSEP ,Bile salt export pump* — transportér

CAMP ,Cyclic adenosine monophosphate® — cyklicky nukleotid

cGMP ,,Cyclic guanosine monophosphate — cyklicky nukleotid

CYP Isoformy cytochromu P450

FXR ,Farsenoid X receptor — nuklearni receptor

GMT ,»Y-glutamyl transferase® — jaterni enzym

ICP »Intrahepatic cholestasis of pregnancy*

Ig Imunoglobulin

IL-1 Interleukin 1

IL-6 Interleukin 6

MDR ,»Multidrug resistance proteins“ — podrodina ABC transportéri

MRP ,,Multidrug resistance-associated proteins* — podrodina ABC
transportért

NTCP ,,Nat-taurocholate cotransporting polypeptide* — polypeptid
transportujici organické anionty

OAT ,Organic anion transporter* — transportéry organickych aniont

OATP ,,Organic anion transporting polypeptide™ — polypeptidy
transportujici organické anionty

OCT ,Organic cation transporter* — transportéry organickych kationt

OSTo/B ,»Organic solute transporter o/B* — transportéry organickych
aniontd

PBC Primérni biliarni cirh6za

PPAR ,Peroxisome proliferator-activated receptor* — nukledrni
receptor

PSC Priméarni sklerotizujici cholangitida

PXR »Pregnane X receptor* — nuklearni receptor

gRT-PCR ,Quantitative reverse transcriptase — polymerase chain reaction*

SLC »Solute carrier — rodina transportnich proteinti

46



TNF-a ,,Jumor necrosis factor a‘

UDCA ,Ursodeoxycholic acid* — Ursodeoxycholova kyselina

Poznamka
Zkratky jaternich transportériic a biotransformacnich enzymit jsou uvedeny
velkymi pismeny, pokud se jedna o prenasece lidské, a malymi pismeny, pokud jde

0 zvireci analogy.
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