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Abstrakt 

Jana Šindelářová 

Změna exprese transportních proteinů během obstrukční cholestázy u potkanů I 

Diplomová práce 

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Farmacie 

 

Cíl práce: 

 Cílem diplomové práce bylo potvrzení cholestatického poškození jater 

navozeného podvazem ţlučovodu v trvání 28 dnů pomocí biochemické analýzy séra 

a analýzy exprese jaterních transportérů pro uptake látek Ntcp, Oatp1a1, Oatp1a4, 

Oatp1b2 a Oat2 na úrovni mRNA i proteinu u potkanů.  

 

Metody:  

 Potkani kmene Wistar (n = 6, v kaţdé skupině; 280 – 320g) byli rozděleni do 

dvou skupin: kontrolní skupina sham-operovaných potkanů (Sham) a skupina 

s podvazem ţlučovodu trvajícím 28 dní (BDO). Biochemická analýza séra byla 

provedena pomocí Cobas Integra ® 800. Změny v expresi mRNA a proteinů byly 

hodnoceny qRT-PCR a Western blot analýzou.  

 

Výsledky: 

  Hladina ţlučových kyselin byla zvýšená u BDO skupiny zvířat na 454 %, 

hladina celkového bilirubinu na 4111 % a hladina konjugovaného bilirubinu na 7313 % 

v porovnání s kontrolní skupinou. Aktivita ALP byla zvýšena na 238 %, aktivita GMT 

na 2826 %, aktivita ALT na 1200 % a aktivita AST na 1387 % oproti kontrolní skupině. 

U BDO skupiny zvířat bylo pozorováno sníţení hladiny mRNA u Ntcp transportéru na 

51 % a Oatp1a4 proteinu na 38 %. Změny hladiny Oatp1a1, Oatp1b2 a Oat2 mRNA 

nebyly pozorovány. Exprese proteinu byla významně sníţená u Oatp1a1 na 25 %, 

Oatp1a4 na 31 % a Ntcp na 79 % oproti Sham skupině zvířat. Změna exprese proteinu 

nebyla u Oatp1b2 a Oat2 pozorována. 
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Závěr: 

 Výsledky biochemické analýzy potvrdily poškození jater v důsledku obstrukční 

cholestázy. Z výsledků analýzy mRNA a proteinu vyplývá, ţe při biliární cirhóze 

dochází ke sníţení exprese bazolaterálních transportérů pro uptake ve snaze zabránit 

hromadění potenciálně toxických látek jako jsou ţlučové kyseliny a bilirubin v játrech. 
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Abstract 

Jana Šindelářová 

Alteration of transport proteins expression during obstructive cholestasis in rats I 

Diploma thesis 

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové 

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, 

Oatp1a1, Oatp1a4, Oatp1b2, 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 qRT-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 Oatp1a4 to 

38%. No signifiant changes were found in Oatp1a1, Oatp1b2 and Oat2 mRNA levels. 

Protein levels decreased for Oatp1a1 to 25%, for  Oatp1a4 to 31% and for Ntcp to 79%. 

No changes in Oatp1b2 and Oat2 protein expresion were observed. 
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Conclusion:  

 The results of biochemical analysis confirmed liver damage caused by 

obstructive cholestasis. The results of mRNA 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. 



8 

 

 Obsah 

Abstrakt ............................................................................................................................. 4 

Abstract ............................................................................................................................. 6 

Obsah ................................................................................................................................ 8 

1. ÚVOD ......................................................................................................... 10 

1.1. Historie ........................................................................................................ 11 

2. TEORETICKÁ ČÁST .............................................................................. 13 

2.1. Játra ............................................................................................................ 14 

2.1.1. Morfologická struktura ............................................................................ 14 

2.1.2. Funkce jater ............................................................................................. 15 

2.1.2.1. Tvorba ţluči ............................................................................................. 16 

2.1.2.2. Metabolismus základních ţivin ................................................................ 16 

2.1.2.3. Vychytávání, transformace a sekrece látek .............................................. 16 

2.2. Transportní systémy v játrech .................................................................. 17 

2.2.1. SLC transportéry ..................................................................................... 18 

2.2.2. ABC transportéry .................................................................................... 20 

2.3. Cholestáza ................................................................................................... 22 

2.3.1. Obstrukční cholestáza ............................................................................. 22 

2.3.2. Intrahepatální cholestáza ......................................................................... 23 

2.3.2.1. Primární biliární cirhóza (PBC) ............................................................... 24 

2.3.2.2. Primární sklerózující cholangitida (PSC) ................................................. 24 

2.3.2.3. Cholestáza při sepsi .................................................................................. 24 

2.3.2.4. Alkoholická cholestáza ............................................................................ 24 

2.3.2.5. Léčivy navozená cholestáza ..................................................................... 25 

2.3.2.6. Intrahepatální těhotenská cholestáza ........................................................ 26 

2.3.3. Farmakoterapie ........................................................................................ 26 

2.3.3.1. Ursodeoxycholová kyselina (UDCA) ...................................................... 26 

2.3.3.2. Rifampicin ................................................................................................ 26 

2.3.3.3. Další agonisté jaderných receptorů .......................................................... 27 

2.4. Transportní systémy a cholestáza ............................................................. 27 

2.4.1. Změny v expresi SLC transportérů ......................................................... 28 

2.4.2. Změny v expresi ABC transportérů ........................................................ 28 

3. ZADÁNÍ PRÁCE - CÍLE PRÁCE........................................................... 30 

4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST .................................................................... 32 

4.1. Metodika ..................................................................................................... 33 

4.1.1. Chemikálie .............................................................................................. 33 

4.1.2. Pokusná zvířata ....................................................................................... 33 

4.1.3. Biochemická analýza .............................................................................. 34 

4.1.4. qRT-PCR ................................................................................................. 34 



9 

 

4.1.5. Western blot ............................................................................................ 35 

4.1.6. Statistická analýza ................................................................................... 36 

4.2. Výsledky ...................................................................................................... 36 

4.2.1. Biochemická analýza .............................................................................. 36 

4.2.2. qRT-PCR ................................................................................................. 37 

4.2.3. Western blot ............................................................................................ 39 

5. DISKUZE ................................................................................................... 41 

6. ZÁVĚR ....................................................................................................... 44 

Seznam pouţitých zkratek .............................................................................................. 46 

Seznam pouţité literatury ............................................................................................... 48 

 

  



10 

 

1. ÚVOD 
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1.1. Historie 

Játra patří mezi orgány nezbytné pro ţivot. Jsou metabolicky nejaktivnější tkání 

v těle, podílí se na metabolismu cukrů, tuků i proteinů (1). V játrech probíhá 

vychytávání, biotransformace a vylučování endogenních i exogenních látek (2a). 

Sekreční funkce jater spočívá v tvorbě ţluče a jejím secernování do střeva. Ţluč má 

význam pro emulgaci tuků a zároveň tvoří exkreční cestu pro řadu látek tělu vlastních 

i xenobiotik (1). 

Umístění jater v pravé horní části dutiny břišní bylo známo jiţ Homérovi (8. a 7. 

století př. n. l.), který je povaţoval za orgán vitality, jehoţ poškození je smrtelné. 

Přestoţe jiţ filosofové před Sokratem znali konkrétní údaje o struktuře i funkci jater, aţ 

Hippokratova škola (5. a 4. století př. n. l.) poloţila vědecké základy pro pochopení 

onemocnění jater. Velkým mezníkem v dějinách hepatologie byly poznatky Galéna 

z Pergamonu (131–201), které byly základem hepatologického myšlení po další 

tisíciletí. V následujícím období omezilo vědecký rozvoj náboţenské myšlení, a proto 

k dalšímu pokroku na poli hepatologie došlo aţ v renesanci, konkrétně zásluhou 

Leonarda da Vinci (1452–1519). Anatomii da Vinci studoval uţ na lidském těle, popsal 

cévní zásobení jater i biliární strom. Další poznatky přineslo v 19. století praktické 

vyuţívání mikroskopu. Francis Kiernan popsal strukturu jaterního lalůčku, Claude 

Bernard objevil v játrech glykogen. Terapeutické postupy ovšem byly stále velmi 

omezené a často drastické – pouštění ţilou, pouţívání pijavek, klyzmata či pouštění 

krve přímo z jater. Začal být doporučován zákaz poţívání alkoholu, omezení kávy 

a koření. Teprve začátkem 20. století byl objasněn původ ţlučníkových kamenů ve stáze 

ţluči. Dále došlo ke zlepšení poznání metabolických pochodů v játrech a také k rozvoji 

celé řady diagnostických metod (2b) (3a). 

Poruchy tvorby nebo vylučování ţluče jsou označovány jako cholestáza. Těchto 

onemocnění v posledních desítkách let výrazně přibývá. Zároveň došlo k pokroku 

v pochopení mechanismu tvorby ţluče,  molekulární podstaty onemocnění i v jeho 

terapii. Při cholestáze dochází ke kumulaci sloţek ţluče v játrech i mimo ně (2c). 

Bilirubin a ţlučové kyseliny pomocí aktivace jaderných receptorů vyvolávají adaptivní 

odpověď organismu, která má za úkol chránit hepatocyty před hromaděním těchto 

toxických látek. Tyto změny zahrnují především regulaci exprese jaterních transportérů 

(4). Právě nukleární receptory se stávají cílem vývoje nových látek, které budou 
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schopné stimulovat jejich aktivací kompenzatorní mechanismy při cholestáze cestou 

alternativních exkrečních drah (2c). 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
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2.1. Játra 

Játra jsou největším a nejtěţším orgánem lidského těla. Jejich hmotnost tvoří 

přibliţně 1/50 hmotnosti dospělého člověka, tj. 1300–1500 g u ţen a 1500–

1800 g u muţů. Mají hladký lesklý povrch červenohnědé barvy. Uloţena jsou 

intraperitoneálně, těsně pod bránicí, z větší části vpravo. Jejich důleţitost spočívá 

v metabolické, exkreční a detoxikační činnosti (3b) (5). 

2.1.1. Morfologická struktura 

Tkáň jater je tvořena z jaterních buněk – hepatocytů. Tyto buňky měří průměrně 

20–30 µm (6). Dvě řady těsně přiléhajících hepatocytů představují jaterní trámce, 

které se paprskovitě sbíhají k centrální véně. Mezi jednotlivými trámci se vinou jaterní 

sinusoidy, coţ jsou krevní kapiláry, které přivádějí krev z jaterní arterie a portální vény. 

Sinusoidy ústí do centrální vény a mají díky velkým fenestracím značnou propustnost 

i pro velké molekuly bílkovin. Plazma protékající sinusoidy je filtrována do tzv. 

Disseho prostoru, který se nachází mezi endotelovými buňkami a hepatocyty, a je 

odváděna do lymfatických cév (Obr. 1) (5). V Disseho prostoru se dále vyskytují Itovy 

buňky (adipocyty), které skladují retinoidy. V endotelu jaterních sinusoid jsou 

roztroušeny buňky imunitního systému – Kupfferovy buňky. Jedná se o hvězdicovité 

makrofágy, které mají za úkol fagocytovat potenciálně toxické látky z portální krve 

a zabránit tak jejich průniku do systémového oběhu (2a). 

 

Obr. 1. Schematické znázornění struktury jater. Převzato a upraveno z (2a). 
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Morfologickou jednotkou jater je lalůček centrální vény – lobulus venae centralis. 

Má tvar šestiúhelníku se zaoblenými hranami a je tvořen všemi trámci hepatocytů, které 

odvádí krev do jedné centrální ţíly. V místě, kde se stýkají 3 jaterní lalůčky 

(portobiliární prostor), se nachází větve jaterní arterie, portální vény a interlobulární 

ţlučovod (6).  

Povrch hepatocytu je kryt membránou, která nevykazuje v celém svém průběhu 

stejné vlastnosti. Aţ 85 % buněčné membrány jaterních buněk tvoří bazolaterální 

(sinusoidální) membrána, která sousedí s Disseho prostorem a umoţňuje transport látek 

mezi hepatocytem a sinusoidální krví. Na opačném pólu jaterní buňky se nachází 

značně menší plocha kanalikulární (apikální) membrány, která je exkreční a přímo tvoří 

stěnu ţlučového kanálku (Obr. 2). Oba póly buňky mají membránu s mikroklky, které 

zvětšují příslušnou kontaktní plochu (5). Na rozhraní mezi bazolaterální a apikální částí 

membrány jsou umístěny těsné spoje („tight junctions“), jejichţ funkcí je zabránit 

průniku komponent ţluče zpět do krve (7). 

 

Obr. 2. Rozdělení povrchové membrány hepatocytů. Převzato a upraveno z (5).  

 

2.1.2. Funkce jater 

Jaterní tkáň zajišťuje mnoho fyziologických funkcí. Jedná se o metabolismus 

základních ţivin (sacharidů, lipidů, proteinů), tvorbu a sekreci ţluči, vychytávání, 

zpracování a exkreci látek, endokrinní, imunitní a zásobní funkci, podílí se na 

termoregulaci, hemokoagulaci, tvorbě i zániku červených krvinek (1) (5). 
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2.1.2.1. Tvorba žluči  

Ţluč je tvořena filtrací vody a malých elektrolytů z jaterních buněk jako odpověď 

na osmotický gradient vytvořený aktivními transportéry hepatocytu (7). Je tvořena 

zejména ţlučovými kyselinami (kyselina cholová, chenodeoxycholová aj.), ţlučovými 

barvivy (bilirubin, biliverdin) a dalšími látkami rozpuštěnými v alkalickém roztoku (8). 

Ţluč má dvě významné funkce: podílí se na trávení a vstřebávání tuků a tvoří exkreční 

cestu pro látky, které nelze vyloučit ledvinami (2a). 

2.1.2.2.  Metabolismus základních živin 

Játra mají glukostatickou funkci, tedy udrţují hladinu glukózy v krvi ve 

fyziologických mezích. K tomu vyuţívají procesy glukoneogeneze, glykogenolýzy (při 

nedostatku glukózy), glykolýzy, glykogeneze (při zvýšené glykémii) a skladování 

glykogenu (2a).  

V játrech dochází k vychytávání, beta-oxidaci a transformaci mastných kyselin, 

vzniká zde většina fosfolipidů, dochází k tvorbě cholesterolu a lipoproteinů a také ke 

katabolismu LDL („low density lipoprotein“), VLDL („very low density lipoprotein“) 

a chylomikronových zbytků (3c). 

Všechny plazmatické bílkoviny kromě imunoglobulinů a von Willebrandova 

faktoru jsou tvořeny játry, stejně jako mnoho transportních proteinů (transferin, 

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

2.1.2.3. Vychytávání, transformace a sekrece látek 

Játra přeměňují velké mnoţství látek endogenního (např. cholesterol, hormony, 

bilirubin, ţlučové kyseliny) i exogenního původu (léčiva, toxiny). Tento proces probíhá 

jako sled dějů:  

 vychytávání („uptake“) a transport látek z krve 

 degradace nebo přeměna látek v jaterní buňce 

 exkrece látek do ţluče 

Transport látek z krve se odehrává na bazolaterální membráně hepatocytů. Jedná 

se tedy o vychytávání látek ze sinusoidální krve (2a). Transportní proteiny pro uptake 

látek se řadí do rodiny SLC („Solute carriers“). Mnohé umoţňují obousměrný transport 

látek, dle jejich momentálního koncentračního gradientu krev/hepatocyt (9). 

Metabolismus látek v játrech probíhá ve dvou fázích. Protoţe lipofilní, ve vodě 

nerozpustné látky, musí před vyloučením z organismu projít přeměnou na rozpustnější 
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metabolity, je první fáze tvořena reakcemi, jejichţ účelem je poskytnout více polární 

sloučeniny (oxidace, redukce, hydrolýza). Nejvýznamnější roli v těchto procesech hraje 

enzymový systém cytochromu P450 (CYP) (2a). Na první fázi obvykle navazuje fáze 

druhá, při níţ je mateřská látka nebo její metabolit konjugován nejčastěji s kyselinou 

glukuronovu, dále glutathionem, kyselinou octovou, nebo některými aminokyselinami 

(glycinem, taurinem, glutaminem aj.) (10). 

Látky, které po metabolizaci opouští játra ţlučí, jsou přenášeny aktivně, proti 

koncentračnímu gradientu na kanalikulární membráně jaterních buněk. Děje se tak 

pomocí jednosměrných ATP-dependentních transportérů z rodiny ABC transportérů 

(„ATP binding cassette“) (9).  

2.2. Transportní systémy v játrech 

Játra jsou velmi dobře vybavena pro uptake látek z krve a eflux do ţluče nebo 

zpět do krve (9). Hydrofobní molekuly mohou procházet z krve do hepatocytů prostou 

nebo usnadněnou difuzí. Na bazolaterální membráně hepatocytů se navíc vyskytuje řada 

transportních proteinů, které přenáší polární látky i některé lipofilní molekuly. Polární 

látky poté mohou být přepraveny jednosměrným nebo obousměrným transportem 

bazolaterální membrány zpět do krve (Obr. 3). Transportéry umístěné na kanalikulární 

membráně jaterních buněk zajišťují exkreci látek do ţluče (11). Udrţují tak nízkou 

intracelulární koncentraci daných látek a vytváří gradient pro jejich uptake. Proto jsou 

jaterní transmembránové přenašeče určující pro clearance endogenních i exogenních 

látek (9). Přenos substrátů pomocí transportérů je buď aktivní (vyţadující energii) nebo 

facilitovaný (energii nevyţadující) (13). Exprese jaterních transportérů je ovlivňována 

mnoţstvím faktorů, jako jsou např. léčiva, nebo patologické procesy jako zánět či 

cholestáza (12).  
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 Obr. 3. Grafické znázornění umístění jaterních membránových transportérů. Převzato a upraveno 

z (13). 

 

2.2.1. SLC transportéry 

Na bazolaterální membráně hepatocytů se nachází transportéry patřící do rodiny 

SLC, která zahrnuje přenašeče vyuţívající facilitovaný a iontově spřaţený sekundárně 

aktivní způsob transportu (14). Mnohé z těchto transportních proteinů umoţňují 

obousměrný transport dle koncentračního gradientu daného substrátu a mohou tedy 

plnit funkci vychytávání ze sinusoidální krve i efluxu tamtéţ (9). Přehled endogenních 

substrátů vybraných SLC přenašečů zobrazuje Tab. 1.  

Jedním z rodiny SLC transportérů je NTCP („Na
+
-taurocholate cotransporting 

polypeptide“; SLC10A1), který je exprimován pouze v játrech (9). Tento protein 

kotransportuje ţlučové kyseliny s Na
+ 

ve stechiometrickém poměru 1:2 (15). Zajišťuje 

tak společně s OATP přenašeči většinu uptaku ţlučových kyselin ze sinusoidální krve. 

Nejvyšší afinitu má k di- a trihydroxy ţlučovým kyselinám, jak u člověka, tak u potkana 

(16). U NTCP transportéru převaţuje přenos konjugovaných ţlučových kyselin (ve 

formě taurocholátu) nad nekonjugovanými kyselinami (17). Dalšími substráty tohoto 

transportéru jsou např. hormony štítné ţlázy nebo estron-3-sulfát (11).  

Významnou skupinou SLC transportérů jsou OAT („Organic anion transporters“; 

SLC22A) proteiny. Transport aniontů přes negativně nabitou membránu hepatocytů 

vyţaduje energii. OAT tento problém elegantně řeší výměnou intracelulárních aniontů 

za extracelulární anionty, např. sukcinát (18). OAT2 (SLC22A7) je hlavním 

transportérem exprimovaným na bazolaterální membráně jaterních buněk, ostatní 

zástupci (OAT 1, 3, 4 a 5) mají větší význam v jiných tkáních, zejména v ledvinách 
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(19). OAT2 přenáší například prostaglandin E2 a F2α. OAT transportéry mohou 

zajišťovat obousměrný transport látek (11).  

Do skupiny SLC přenašečů patří také OCT („Organic cation transporters“; 

SLC22A) transportéry. Tyto transportéry jsou obousměrné a nejsou spřaţeny s ţádným 

volným zdrojem energie, přenos jejich substrátů závisí pouze na elektrochemickém 

gradientu na membráně. Obecně přenáší menší organické kationty (20). Hlavním 

transportérem této skupiny v jaterní tkáni je OCT1 (11). 

Další důleţitou skupinou SLC transportérů jsou OATP („Organic anion 

transporting polypeptide“; SLCO) přenašeče. Některé OATP proteiny se vyskytují 

především nebo dokonce výhradně v játrech (např. Oatp1b2), jiné jsou exprimovány ve 

více tkáních (např. Oatp1a1, Oatp1a4). Představují na sodíku nezávislý způsob 

transportu látek různého původu. Tento děj probíhá zejména pomocí efluxu glutathionu, 

bikarbonátu a glutathion-S-konjugátů (21). OATP transportéry zajišťují obousměrný 

přenos organických aniontů, ale také některých kationtů, např. chinidinu, a neutrálních 

steroidů (11). Zatím je známo 11 zástupců OATP transportérů u člověka a 15 zástupců 

u hlodavců (22). Dělí se do šesti skupin (OATP1-6), z nichţ kaţdá obsahuje další 

podskupiny (OATP1A, 1B atd.). OATP transportéry vykazují širokou substrátovou 

specifitu (9). Přestoţe se lidské a hlodavčí OATP jaterní transportéry liší svou sekvencí 

aminokyselin, hlodavčí Oatp1a1, Oatp1a4 a Oatp1b2 zřejmě plní stejné funkce jako 

lidské OATP1B1 a OATP1B3 (23). Oatp1a1 a Oatp1b2 přenáší bromosulfoftalein, 

Oatp1a1 a Oatp1a4 jsou hlavní transportéry pro ţlučové kyseliny, mezi jejich další 

substráty patří např. trijodtyronin a tyroxin (9).  

Sekrece ţlučových kyselin zpět do krve se můţe dít pomocí OSTα/β („Organic 

solute transporter α/β“; SLC51) proteinu (16) (24). OST α/β je na sodíku nezávislý 

heterodimerní transportér (16). Protoţe jeho mechanismus přenosu látek je facilitovaná 

difuze, můţe zprostředkovat eflux i uptake svých substrátů v závislosti na daném 

elektrochemickém gradientu (25).  
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Tab. 1. Přehled endogenních substrátů vybraných transportérů z rodiny SLC (9) (11) (19).  

 

2.2.2. ABC transportéry 

Exkrece metabolitů xenobiotik i endogenních látek do ţluče se uskutečňuje 

především pomocí jednosměrných ATP-dependentních transportérů. Tyto efluxní 

pumpy patří do rodiny ABC přenašečů. Ačkoli se většina zástupců této skupiny nachází 

na kanalikulární membráně hepatocytů, mnoho ABC transportérů se nalézá i na 

membráně bazolaterální a pumpují své substráty zpět do plazmy (19). Přehled 

endogenních substrátů ABC transportérů se nachází v Tab. 2.  

Do rodiny ABC transportérů patří podrodina MRP („Multidrug resistence-

associated proteins“; ABCC) proteinů. V současné době je známo 9 přenašečů patřících 

do této skupiny. Přenáší mnoho organických anionických sloučenin, většinou vázaných 

na glutathion, kyselinu glukuronovu nebo sulfát (19). Nejvýznamnějším jaterním 

přenašečem MRP podrodiny je MRP2 („Multidrug resistence-associated protein 2“; 

ABCC2) transportér. Je lokalizován na kanalikulární membráně hepatocytů a dále např. 

v ledvinách, tenkém střevě nebo močovém měchýři. Jeho endogenními substráty jsou 

amfifilní anionty, např. bilirubin-glukuronid nebo leukotrien C4. V játrech se MRP2 

přenašeč podílí na tvorbě ţluče, která je nezávislá na sekreci ţlučových kyselin (26).  

MRP1 („Multidrug resistance-associated protein 1“; ABCC1) transportér se 

nachází na bazolaterální membráně hepatocytů a přenáší konjugáty s glutationem, např. 

Transportér Substráty 

NTCP 
bromosulfoftalein, ţlučové kyseliny, estron-3-sulfát, trijodtyronin, 

tyroxin 

OAT2 prostaglandin E2, F2α 

OCT1 acetylcholin, progesteron 

Oatp1a1 

bromosulfoftalein, ţlučové kyseliny, estron-3-sulfát, estron-1-

sulfát, leukotrien C4, estradiol-17βglukuronid, bilirubin 

glukuronid, trijodtyronin, tyroxin 

Oatp1a4 
ţlučové kyseliny, estron-3-sulfát, estron-1-sulfát, estradiol-

17βglukuronid, trijodtyronin, tyroxin 

Oatp1b2 
bromosulfoftalein, taurocholát, estron-3-sulfát, estron-1-sulfát, 

leukotrien C4, bilirubin glukuronid, trijodtyronin, tyroxin 
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leukotrien C4 (9). Dalším významným zástupcem rodiny MRP je MRP3 („Multidrug 

resistance-associated protein 3“; ABCC3), který je exprimován také na bazolaterální 

membráně. Je zodpovědný za exkreci ţlučových kyselin a dalších organických aniontů 

do sinusoidální krve (10). MRP4 („Multidrug resistance-associated protein 4“; ABCC4) 

a MRP5 („Multidrug resistance-associated protein 5“; ABCC5) jsou opět transportéry 

bazolaterální membrány. Mají podobné substráty, které zahrnují např. cyklické 

nukleotidy či konjugované ţlučové kyseliny (10) (11). Mrp6 („Multidrug resistance-

associated protein 6“; ABCC6) protein je exprimován na bazolaterální i kanalikulární 

membráně hepatocytů a podílí se na exkreci organických aniontů (11).  

BSEP („Bile salt export pump“; ABCB11) je ABC transportér lokalizovaný na 

kanalikulární membráně hepatocytů. Zajišťuje eflux konjugovaných monovalentních 

ţlučových kyselin do ţluče (15). Transport ţlučových kyselin přes kanalikulární 

membránu je rozhodujícím krokem limitujícím rychlost enterohepatální cirkulace 

a generuje tok ţluče (16). BSEP transportér se vyskytuje pouze v játrech (27).  

Na kanalikulární membráně hepatocytů se dále nachází přenašeč MDR1            

(P-glykoprotein; ABCB1) (11). Tento transportér se vyskytuje v mnoha tkáních, kde 

plní ochrannou a exkreční funkci. Primárně přenáší kationické sloučeniny, avšak má 

širokou substrátovou specifitu (19). MDR3 („Multidrug resistance protein 3“; ABCB4) 

transportér kanalikulární membrány funguje jako translokátor fosfolipidů (11).  

BCRP („Breast cancer resistance protein“; ABCG2) protein je dalším 

z transportérů kanalikulární membrány a kromě jater se nachází v placentě nebo tlustém 

střevě. Do ţluče přenáší zejména konjugované steroidy a xenobiotika (11). 

 

Tab. 2. Přehled endogenních substrátů vybraných transportérů z rodiny ABC (9) (11).  

Transportér Substráty 

MRP2 bilirubin glukuronid, leukotrien C4 

MRP4 cAMP, cGMP, konjugáty ţlučových kyselin 

BSEP konjugované a nekonjugované ţlučové kyseliny 

MDR1 steroidní hormony 

MDR3 fosfolipidy 

BCRP estron sulfát, kyselina listová 
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2.3. Cholestáza 

Cholestáza je definována jako porucha tvorby a vylučování ţluče či jako 

neschopnost organismu dodat do duodena ţluč v dostatečném mnoţství a sloţení (2c). 

Můţe být také označena jako mechanická nebo funkční blokáda toku ţluče 

v intrahepatálním nebo extrahepatálním ţlučovodu s návratem ţlučových kyselin do 

krve (3d). Cholestáza vede k hromadění komponent ţluči v játrech (stáza ţlučových 

kyselin, bilirubinostáza) a poté k jejich kumulaci v séru a k nízké sekreci ţluče do střeva 

(2c). To má za následek dysfunkce CNS (pruritus, únava), ikterus nebo malabsorpci 

ţivin a vitaminů (A, D, E, K) vedoucí aţ k osteopenii (28). Biochemicky se cholestáza 

projeví zvýšením sérových hladin alkalické fosfatázy (ALP), γ-glutamyltransferázy 

(GMT), 5´nukleotidázy a cholesterolu (29). Dalšími markery jaterních funkcí jsou 

sérové hladiny alanin-aminotransferázy (ALT) a aspartát-aminotransferázy (AST) (30). 

Řada cholestatických změn je zpočátku vratná, při déletrvající cholestáze však 

onemocnění progreduje a dochází k ireverzibilnímu poškození jater aţ k jejich selhání 

(2c).  

Cholestázu můţeme dělit na akutní (např. při sepsi) a chronickou (např. primární 

biliární cirhóza); na ikterickou a anikterickou apod. Podle lokalizace příčiny poruchy 

lze rozdělit cholestázu na intrahepatální, je-li příčina v játrech, a extrahepatální, 

pokud se příčina vyskytuje mimo játra, nejčastěji ve ţlučovodu. Většinu výskytu 

cholestáz tvoří cholestázy extrahepatální, zejména maligní onemocnění s aţ 50 %, 

následuje cholelitiáza. Další častou příčinou cholestázy jsou septické stavy, iatrogenní 

cholestázy (5–10 %) a virové a autoimunitní hepatitidy (5–7 %) (2c). Vyskytnout se 

mohou i kombinované formy extrahepatální a intrahepatální cholestázy (29).  

2.3.1. Obstrukční cholestáza 

Obstrukční cholestázu způsobuje mechanická překáţka v toku ţluče. Z tohoto 

důvodu je odtok ţluče redukovaný a vzniká její stáza. V závislosti na umístění překáţky 

tato stáza ovlivňuje celá játra, nebo pouze jejich část. Tok ţluče můţe být přerušen 

intraluminální překáţkou (např. cholelitiáza), onemocněním stěn ţlučovodu nebo 

kompresí (3d). Obstrukční cholestáza trvající 28 dnů se u experimentálních zvířat jiţ 

označuje jako sekundární biliární cirhóza (31). Při obstrukční cholestáze často zpočátku 

chybí ţloutenka, která se vyskytne aţ později (3d). Důleţitým rysem cholestázy 

u člověka i experimentálních zvířat je zánět. Mezi projevy zánětu při obstrukční 
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cholestáze patří edém a fibróza portobiliárního prostoru, proliferace buněk epitelu 

ţlučovodů a infiltrace neutrofilů do portobiliárního prostoru (32). I v případech totální 

obstrukce ţlučovodů nedochází k úplnému zastavení sekrece ţluče díky reziduální 

funkci hepatocytů. Těsné spoje totiţ do jisté míry zajišťují jakousi intrahepatální 

cirkulaci ţlučových kyselin (3d). Vybrané příčiny obstrukční cholestázy jsou zobrazeny 

v Tab. 3.  

Tab. 3. Vybrané příčiny obstrukční cholestázy (3d).  

 

Obstrukce ţlučovodu kameny (cholelitiáza) je jedním z nejčastějších onemocnění 

gastrointestinálního traktu. Většina ţlučových kamenů je tvořena cholesterolem, existují 

ale i tzv. „pigmentové kaménky“, které obsahují sloučeniny bilirubinu (33). Příčinou 

cholelitiázy můţe být např. nadměrný obsah cholesterolu nebo bilirubinu ve ţluči, 

hypomotilita ţlučníku či dysbalance promotorů (např. IgG, IgM a haptoglobin) 

a inhibitorů (např. IgA a apolipoprotein A-1) krystalizace (34).  

2.3.2. Intrahepatální cholestáza 

Intrahepatální cholestáza můţe mít mnoho příčin. Primárně se jedná o poruchu 

metabolismu nebo transportu ţlučových kyselin s různým místem působení. Příčina 

vyvolání intrahepatální cholestázy není známá, ve výskytu tohoto onemocnění je značná 

interindividuální variabilita (3d). Přehled vybraných příčin intrahepatální cholestázy 

zobrazuje Tab. 4.  

Obstrukce v oblasti Vaterovy papily 

 - zánět              - cysta 

 - cholelitiáza            - parazit 

 - zjizvení                 - adenom 

 - duodenální divertikly  

Obstrukce v oblasti žlučovodu 

 - cholelitiáza   - duodenální divertikl 

 - pooperační zúţení  - parazit 

 - karcinom pankreasu   - krvácení do ţlučových cest 

 - pankreatitida           - neprůchodnost ţlučníku 

 - cysty    - papilomatóza 
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Tab. 4. Hlavní příčiny intrahepatální cholestázy u dospělých (2c). 

 - primární biliární cirhóza  

 - primární a sekundární sklerózující cholangitida  

 - cholestáza při sepsi  

 - alkoholická cholestáza  

 - polékové a toxické cholestázy 

 - intrahepatální cholestáza těhotných  

 - cholestáza při celkové parenterální výţivě 

 - cholestatické formy infekčních hepatitid 

 - cholestáza při infiltraci nádorovými buňkami 

 - dědičné cholestatické syndromy 

 

2.3.2.1. Primární biliární cirhóza (PBC) 

PBC je chronické autoimunitní onemocnění jater. Cílem autoprotilátek jsou buňky 

interlobulárních ţlučovodů, které takto podléhají apoptóze a následně se rozvíjí 

cholestáza. Bez léčby vede PBC zpravidla k cirhóze nebo selhání jater po 10–20 letech 

(35). 

2.3.2.2. Primární sklerózující cholangitida (PSC) 

PSC je chronické a progresivní zánětlivé onemocnění, vedoucí k obliteraci 

ţlučovodu a tedy k cholestáze. Příčina PSC je stále neznámá, nicméně její vznik je 

asociován s ulcerózní kolitidou, Crohnovou nemocí i autoimunitní hepatitidou. Na PSC 

je tedy nahlíţeno jako na autoimunitní poruchu (36).  

2.3.2.3. Cholestáza při sepsi  

Intrahepatální cholestáza často doprovází sepsi (1–34 %). Bývá způsobena 

bakteriálními endotoxiny gramnegativních bakterií, které pomocí indukce 

prozánětlivých působků (IL-1, IL-6, TNF-α) sniţují expresi jaterních transportérů 

ţlučových kyselin a bilirubinu. Jedná se o sníţenou expresi MRP2, ale i NTCP a BSEP 

proteinu (2c).  

2.3.2.4. Alkoholická cholestáza 

Při alkoholem navozené cholestáze se setkáváme s podobnou etiologií, neboť 

bývá doprovázena endotoxémií, velmi často střevního původu. Ta spolu s alkoholem 
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vede k aktivaci Kupfferových buněk a tím opět ke zvýšené produkci prozánětlivých 

cytokinů. Alkohol sám navíc můţe inhibovat transportéry ţlučových kyselin na 

kanalikulární membráně (2c). 

2.3.2.5. Léčivy navozená cholestáza 

Řada léčiv můţe vyvolat poškození jater, zejména ţlučovodů. Právě cholestáza je 

mnohdy projevem hepatotoxicity některých léčivých látek. Izolovaná cholestáza se 

v těchto případech vyskytuje relativně vzácně, např. u jedinců citlivých na steroidní 

hormony. Daleko častěji se objevuje cholestáza kombinovaná s hepatitidou (37). 

Poléková cholestáza můţe mít akutní i chronický průběh. Akutní cholestázu můţe 

vyvolat např. kyselina klavulánová či erytromycin, chronický průběh je častější 

u chlorpromazinu. Kombinovaná cholestáza s hepatitidou je projevem hepatotoxicity 

např. fenytoinu nebo sulfonamidů (38). Vybrané léčivé látky spojené s výskytem 

cholestázy se nachází v Tab. 5.  

Tab. 5. Vybraná léčiva podílející se na poškození ţlučovodů (37). 

Léčivo 
Akutní poškození 

žlučovodů 

Chronické poškození 

žlučovodů 

Allopurinol + - 

Amitryptilin + + 

Ampicilin  + + 

Ciprofloxacin + - 

Disufiram + - 

Fenofibrát - + 

Glibenklamid + - 

Ibuprofen - + 

Imipramin - + 

Karbamazepin + + 

Kyselina klavulánová + - 

Sulindak + - 

Tiklopidin + - 
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2.3.2.6. Intrahepatální těhotenská cholestáza 

Během těhotenství jsou funkce jater ovlivněny zvýšenými sérovými hladinami 

estrogenu a progesteronu, coţ je spojeno s mnoha fyziologickými změnami, které 

mohou imitovat poruchu jater, avšak zvýšená hladina ţlučových kyselin a bilirubinu 

v krvi je vţdy patologická. Intrahepatální těhotenská cholestáza („Intrahepatic 

cholestasis of pregnancy“, ICP) je nejčastější jaterní onemocnění vyskytující se 

výhradně u těhotných (39). Objevuje se v průběhu druhého nebo třetího trimestru (40). 

Příčina ICP je stále neznámá, patogeneze můţe být spojena s abnormalitami 

v metabolismu a dispozici pohlavních hormonů a ţlučových kyselin podmíněnými 

genetickou predispozicí (39). Hlavním symptomem ICP je úporný pruritus, který se 

zhoršuje v noci a mizí spontánně během pár dní po porodu. Je často generalizovaný, ale 

převaţuje na dlaních a chodidlech. Rizikem pro plod je předčasný porod i intrauterinní 

smrt (40). 

2.3.3. Farmakoterapie 

2.3.3.1. Ursodeoxycholová kyselina (UDCA) 

UDCA je hydrofilní ţlučová kyselina, která se fyziologicky nachází ve ţluči jen 

v minimálním mnoţství. Její příznivý efekt byl prokázán např. u PBC, PSC, ICP nebo 

polékových cholestáz. Hlavní mechanismus účinku UDCA spočívá ve zvýšení obsahu 

hydrofilních ţlučových kyselin ve ţluči. Následně dochází k menšímu poškození epitelu 

ţlučových cest, ke sníţení retence ţlučových kyselin v hepatocytech a k inhibici 

apoptózy. UDCA dále zvyšuje expresi transportérů BSEP, MDR3 a MRP2 (2c). 

Důleţitým mechanismem účinku je také agonistické působení na nukleární receptory 

PXR („Pregnane X receptor“) a FXR („Farnesoid X receptor“). Aktivace těchto 

receptorů sniţuje tvorbu ţlučových kyselin, indukuje jejich hydroxylaci a konjugaci, 

stimuluje export alternativních ţlučových kyselin a v neposlední řadě redukuje import 

ţlučových kyselin do hepatocytů (41). Vzhledem k často celoţivotní léčbě je výhodné, 

ţe podávání UDCA nemá závaţné vedlejší účinky (2c). 

2.3.3.2. Rifampicin 

Rifampicin vystupuje jako agonista jaderného receptoru PXR a tím zvyšuje 

expresi MRP2 transportéru. Dále blokuje syntézu ţlučových kyselin inhibicí CYP7A1 

a zvyšuje exkreci konjugovaných ţlučových kyselin močí. Léčba Rifampicinem je 

většinou dobře snášena, ovšem při dlouhodobé léčbě existuje riziko hepatotoxicity (2c). 
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2.3.3.3. Další agonisté jaderných receptorů 

Vyuţití agonistů jaderných receptorů v léčbě cholestázy se jeví jako velmi 

perspektivní. Atorvastatin je agonistou PXR receptoru, a proto se kromě své obvyklé 

indikace dá pouţít i v terapii cholestázy. Stejně tak fibráty, které jsou agonisté PPAR-α 

receptoru („Peroxisome proliferator-activated receptor α“). Fibráty sniţují 

cholestatickou zánětlivou reakci a působí cholereticky díky zvýšení exprese MDR3 

proteinu (2c). Protoţe všechny důleţité transportní kroky v enterohepatální cirkulaci 

ţlučových kyselin podléhají regulaci FXR receptoru, byli vyvinuti jeho silní agonisté, 

např. kyselina 6-ethylchenodeoxycholová, jakoţto potenciální léčiva (42).  

2.4. Transportní systémy a cholestáza 

Mnoho zvířecích i lidských experimentálních modelů cholestázy vykazuje 

podobné rysy adaptivní odpovědi zahrnující změny v expresi transportérů. Tato 

odpověď má za úkol chránit hepatocyty před hromaděním toxických komponent ţluči 

(bilirubin, ţlučové kyseliny). Adaptivní změny zahrnují down-regulaci bazolaterálních 

přenašečů pro uptake a up-regulaci bazolaterálních efluxních transportérů (Obr. 4.). 

Tímto způsobem udrţují hepatocyty intracelulární koncentraci vnitřních metabolitů na 

bezpečné, nízké úrovni (4). Adaptivní změny jsou koordinovány nukleárními receptory 

(zejména PXR, FXR), které jsou aktivovány ţlučovými kyselinami či bilirubinem (43). 

Změny v regulaci transportérů doprovází i represe enzymů syntézy ţlučových kyselin 

(CYP7A1, CYP8B1) a indukce enzymů (např. CYP3A4, CYP2B6, sulfotransferáza), 

které ţlučové kyseliny transformují na metabolity, které se následně vyloučí ledvinami 

(hydroxylace, sulfatace a glukuronidace) (4). Tato adaptivní odpověď není omezena 

pouze na tkáň jater, ale objevuje se i v epitelu střev a ledvin. Adaptivní změny jsou 

bohuţel příliš slabé, aby plně zabránily cholestatickému poškození jater. Toto můţe být 

částečně způsobeno faktem, ţe poškození jater cholestázou sniţuje expresi a funkci 

jaderných receptorů. Adaptivní odpověď můţe být posílena některými léčivy cílenými 

na nukleární receptory (např. kyselina 6-ethylchenodeoxycholová, rifampicin) (43). 
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Obr. 4. Změny exprese jaterních transportérů. Převzato a upraveno z (13). 

 

2.4.1. Změny v expresi SLC transportérů 

Adaptační změny v expresi transportních systémů hepatocytů při obstrukční 

cholestáze byly rozsáhle studovány pomocí modelu CBDL („Common bile duct 

ligation“; podvaz ţlučovodu) na potkanech (44). Tento model je pouţíván jako model 

sekundární biliární cirhózy, kdy po 28 dnech nastane nevratné poškození jater (31). 

Důleţitým obranným krokem je down-regulace transportéru NTCP jako prevence 

uptaku ţlučových kyselin do hepatocytu. Kumulace ţlučových kyselin aktivuje FXR 

receptor a následně vede k  represi NTCP přenašeče (43). Transkripce transportérů 

Oatp1a1, Oatp1a4 a Oatp1b2 byla při mnoha experimentech na zvířecích modelech 

cholestázy také sníţená, z obdobného důvodu (4) (45). Lidské OATP transportéry jsou 

při cholestáze exprimovány odlišně. Zatímco exprese OATP1B1 přenašeče je při PSC 

sníţena, exprese OATP1B3 transportéru je zvýšenou hladinou ţlučových kyselin 

indukována, patrně z důvodu udrţení jaterního odsunu xenobiotik během cholestázy. 

Obdobně exprese OATP1A2 přenašeče zůstává nezměněna nebo zvýšena při PSC (15). 

Ţlučové kyseliny pomocí FXR jaderného receptoru dále indukují i expresi OSTα/β 

přenašeče (15) (43). 

2.4.2. Změny v expresi ABC transportérů 

Exprese hlavního transportéru pro ţlučové kyseliny do ţluče, BSEP, je při 

obstrukci ţlučových cest zachována a můţe omezit rozsah jaterního poškození. Na 

druhou stranu zvýšený tok ţluče při totální obstrukci ţlučovodu můţe poruchu ještě 

zhoršit (13) (43). Exprese transportérů MRP3/Mrp3 a MRP4/Mrp4 je zvýšena 

a umoţňuje eflux ţlučových kyselin z cholestatických hepatocytů (13) (43). MRP2 je 
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transportérem, u něhoţ byla prokázána down-regulace u všech forem cholestázy (26). 

Sníţená sekrece organických aniontů na kanalikulární membráně pravděpodobně 

způsobuje kompenzační zvýšení exprese MRP3 přenašeče na bazolaterální membráně, 

který je transportuje zpět do krve (26). MDR1 přenašeč je při cholestatických 

onemocněních indukován, coţ bylo potvrzeno i na zvířecích modelech (17). 
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3. ZADÁNÍ PRÁCE - CÍLE PRÁCE 
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Cílem předkládané diplomové práce bylo potvrzení cholestatického poškození 

jater u potkanů s podvazem ţlučovodu v trvání 28 dnů pomocí biochemické analýzy 

séra a analýzy exprese transportních proteinů pro uptake látek v hepatocytech (Ntcp, 

Oatp1a1, Oatp1a4, Oatp1b2 a Oat2) na úrovni mRNA a proteinu.  
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
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4.1. Metodika 

4.1.1. Chemikálie 

Primární králičí polyklonální protilátky anti-Oatp1a4 a anti-Oatp1a1 zaměřené na 

detekci Oatp1a4 (75 kDa) a Oatp1a1 (80 kDa) byly získány od Millipore (Billerica, 

MA, USA), anti-Oat2 zaměřená 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). Primární kozí polyklonální 

protilátka anti-Oatp1b2 pro detekci Oatp1b2 (85 kDa) byla pořízena od Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. (CA, USA). Jako endogenní kontrola pro Western blot byla 

zakoupena myší polyklonální protilátka β-actin (42 – 45 kDa) od Sigma Chemical Co. 

(St. Louis, MO). Křenovou peroxidázou značená sekundární protilátka (oslí protilátka 

proti králičímu IgG a ovčí protilátka proti myšímu IgG) byla zakoupena od GE 

Healthcare (Praha, ČR). Sekundární křenovou peroxidázou značená králičí protilátka 

proti kozímu IgG byla získána z Pierce Biotechnology (Rockford, USA). Provozní 

materiál a ostatní chemikálie byly zakoupeny od firem Bio-Rad Laboratories (Herkules, 

CA, USA) a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 

4.1.2. Pokusná zvířata 

Pro experiment byli pouţiti potkani kmene Wistar (SPF, Anlab, Praha, Česká 

republika) o počáteční hmotnosti 280-320 g. Potkani byli rozděleni do dvou skupin: 

 Sham (kontrolní skupina sham-operovaných zvířat; n = 6) 

 BDO (zvířata s obstrukcí ţlučovodu v trvání 28 dnů; n = 6) 

Podstatou in vivo experimentu bylo navození obstrukční cholestázy v trvání 28 

dnů (sekundární biliární cirhózy) u laboratorních potkanů, u kterých bylo cholestatické 

poškození jater navozeno obstrukcí ţlučovodu implantovanou zaslepenou sondou 

vyvedenou do podkoţí břišní stěny (BDO skupina). Kontrolní skupina zvířat prodělala 

pouze sham operaci bez obstrukce (skupina Sham) za stejných podmínek. Zvířata byla 

v průběhu operace v celkové anestézii, která byla indukována podáním pentobarbitalu 

jednorázově v dávce 50 mg/kg i.p. Zvířata byla po skončení experimentu usmrcena 

exsanguinací, játra byla okamţitě vyjmuta, zchlazena tekutým dusíkem a uloţena při 

˗80 °C.  

Během experimentu byla zvířata ustájena v Centrálním viváriu Lékařské fakulty 

Univerzity Karlovy v Hradci Králové (světelný reţim 12 hod světlo + 12 hod tma, 
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teplota vzduchu 22 ± 2 °C). Všechny experimenty byly schváleny etickou komisí 

Lékařské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Králové a provedeny v souladu s pokyny 

danými vyhláškou č. 207/2004 Sb., o ochraně, chovu a vyuţití pokusných zvířat. 

4.1.3. Biochemická analýza 

Koncentrace bilirubinu a aktivita ALT, AST, ALP a GMT v séru byla měřena na 

Gerontologické a metabolické klinice Fakultní nemocnice v Hradci Králové pomocí 

Cobas Integra ® 800 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) podle instrukcí 

výrobce. Vzorky séra byly získány ze vzorků krve, odebraných z břišní aorty pokusných 

zvířat, které se nechaly 30 minut odstát, aby mohlo dojít ke koagulaci krve a oddělení 

séra. Vzorky se dále centrifugovaly (3000 rpm, 10 min) a následně byly zamraţeny při  

- 80 °C. Za pouţití komerčního kitu (Diazyme, Poway, USA) byla spektrofotometricky 

stanovena koncentrace ţlučových kyselin. Postup byl následující: do plastové 

zkumavky bylo nejprve napipetováno 810 µl reagencie R1 (37 °C) a 12 µl vzorku. Po 

třech minutách bylo ke směsi přidáno 270 µl reagencie R2, směs byla promíchána 

a ihned změřena její absorbance.  

4.1.4. qRT-PCR 

Genová exprese Ntcp, Oatp1a1, Oatp1a4, Oatp1b2 a Oat2 mRNA byla stanovena 

metodou qRT-PCR pomocí Applied Biosystems 7500 HT Fast Real-Time PCR systému 

(Foster City, USA). RNA byla izolována ze vzorků jater za pouţití TRI reagentu 

(Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA) na přístroji QIAcube (QIAgen, USA). Měřením 

absorbance při 260 nm za pouţití NanoDrop ND-1000 spektrofotometru (BioTech a.s., 

ČR) byla stanovena přesná koncentrace RNA a také čistota RNA poměrem absorbance 

při 260 a 280 nm. RNA byla poté přepsána do cDNA pomocí Hign Capacity cDNA 

Reverse Transcriptin KITu (Applied Biosystems, Foster City, USA). Reakční směs 

obsahovala 50 ng analyzované DNA. Amplifikace kaţdého vzorku byla provedena 

v triplikátech pomocí TaqMan
®
 Fast Universal PCR Master Mixu a Taq-Man

®
 Gene 

Expression Assay mixu pro Ntcp (Slc10a1, Rn00566894_ml), Oatp1a1 (Slco1a1, 

Rn00755148_ml), Oatp1a4 (Slco1a4, Rn00756233_ml), Oatp1b2 (Slco1b2, 

Rn00668623_m1) a Oat2 (Slc22a7, Rn00585513_m1), vše zakoupeno od Applied 

Biosystems (Foster City, USA). Pouţitý teplotní profil ve „fast“ modu byl: 95 °C 

a 3 min; 40 cyklů: 95 °C a 7 s, 60 °C a 25 s. Pro normalizaci byly vybrány 2 referenční 

geny za pouţití geNorm (46), GAPDH (4352338E, Applied Biosystems, Foster City, 
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USA) a Ywhaz (GENERI BIOTECH s.r.o., Hradec Králové, ČR). Exprese kaţdého 

vzorku byla vypočítána podle jiţ dříve popsaného postupu (47). Nejdříve byla data 

normalizována geometrickým průměrem exprese GAPDH („Glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase“) a Ywhaz („Tyrosine 3-monooxygenase/ tryptophan 5-

monooxygenase activation protein, zeta polypeptide“). Následně byla stanovena 

relativní exprese genů mezi kontrolní a cholestatickou skupinou porovnáním 

normalizovaných dat. 

4.1.5. Western blot 

Vzorky jater byly připraveny podle jiţ dříve publikovaného postupu (45). 

Nejdříve byla játra (200 mg) homogenizována ve vychlazeném pufru (1 ml) 10 mmol/l 

Tris–HCl, 250 mmol/l sukróza, pH 7.6, který obsahoval inhibitory proteáz: 0.5m g/ml 

leupeptinu, 0.5m g/ml pepstatinu a 2m g/ml aprotininu pomocí homogenizátoru MagNA 

Lyser (Roche Diagnostics GmbH, Německo) 2 × 15 s při 6500 rpm. Centrifugací 

homogenátů (3000 g, 4 °C, 10 min) byl získán supernatant, ve kterém byla určena 

koncentrace celkového proteinu BCA metodou (BCA Protein Assay kit, Pierce, 

Rockford, IL, USA) a vzorky byly uskladněny při teplotě -80 °C.  

 Inkubace homogenátů (100 μg proteinu na jamku) se vzorkovým pufrem (Bio-

Rad Laboratories, Hercules, USA) probíhala při pokojové teplotě po dobu 30 minut 

a následovala separace v SDS-PAGE polyakrylamidovém gelu o koncentraci 7,5 %. 

Poté, co byly proteiny přeneseny na polyvinylidenfluoridovou (PVDF) membránu (GE 

Healthcare, Praha, ČR), byla membrána po dobu jedné hodiny blokována laktoglobuliny 

v 5 % roztoku odtučněného mléka v TRIS pufru (0,05 % Tween 20) (TBST). 

Membrány byly inkubovány s primární protilátkou v následujících koncentracích: anti-

Oatp1a1 a anti-Oatp1a4 při 1 : 5000, anti-Oatp1b2 při 1:1000, anti-Oat2 při 1:2500 

a anti-Ntcp při 1 : 300. Po vymytí membrány v roztoku TBST byla membrána 

inkubována se sekundární protilátkou opět jednu hodinu v následujících koncentracích: 

oslí protilátka proti králičímu IgG 1 : 5000 pro anti-Oatp1a1 a anti-Oatp1a4, 1:3000 pro 

anti-Ntcp a anti-Oat2, králičí protilátka proti kozímu IgG při koncentraci 1 : 5000 pro 

anti-Oatp1b2. Membrána byla poté vymyta v TBST a byla provedena detekce přidáním 

chemiluminiscenčního činidla (ECL kit, Amerham-Pharmacia,Buckinghamshire, Velká 

Británie). Expozicí filmu získaný obraz (Hyperfilm, Amerham-Pharmacia, 

Buckinghamshire, Velká Británie) byl kalibrovaným denzitometrem ScanMaker i900 

(UMAX, Praha, ČR) naskenován a kvantifikován s pouţitím softwaru QuantityOne 
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(Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). Jako endogenní kontrola byl stanoven ß-actin 

(koncentrace 1 : 5000, koncentrace sekundární ovčí protilátky proti myšímu IgG 1 : 

8000).  

4.1.6. Statistická analýza 

Experimentální data jsou vyjádřena jako průměr ± SEM (střední chyba průměru) 

pro 6 zvířat v kaţdé skupině. Statistické hodnocení výsledků bylo provedeno 

nepárovým t-testem pomocí GraphPad Prism 5.0 software (San Diego, Kalifornie, 

USA). Za statisticky významnou byla povaţována hodnota p<0,05. 

4.2. Výsledky  

4.2.1. Biochemická analýza 

Výsledky biochemické analýzy séra u kontrolní (Sham) i experimentální (BDO) 

skupiny zvířat shrnuje tabulka 6. Všechny sledované parametry byly u zvířat s obstrukcí 

ţlučovodu statisticky významně zvýšeny oproti kontrolní skupině. Nejvýraznější nárůst 

sérových hladin byl zaznamenán u ţlučových kyselin a bilirubinu. Hladina ţlučových 

kyselin vzrostla u BDO skupiny zvířat na 454 %, hladina celkového bilirubinu na 

4111 % a hladina konjugovaného bilirubinu na 7313 % v porovnání s kontrolní 

skupinou. Další specifické markery cholestázy byly v séru BDO zvířat v porovnání 

s kontrolní skupinou také významně zvýšeny – aktivita alkalické fosfatázy (ALP) na 

238 % a γ-glutamyltransferázy (GMT) na 2826 %. Markery jaterních funkcí měly v séru 

pokusné skupiny zvířat rovněţ zvýšenou aktivitu – aktivita alanin-aminotransferázy 

(ALT) byla zvýšena na 1200 % a aspartát-aminotransferázy (AST) na 1387 % 

v porovnání s kontrolní skupinou.  
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Tab. 6. Biochemická analýza séra.  

 Sham BDO 

Bilirubin (µmol/l) 1,8 ± 0,31 74 ± 14*** 

Konj. bilirubin (µmol/l) 0,67 ± 0,33 49 ± 11** 

Žlučové kyseliny (µmol/l) 5,5 ± 0,65 25 ± 5,2*** 

ALT (µkat/l) 1,0 ± 0,30 12 ± 3,5* 

AST (µkat/l) 3,1 ± 0,60 43 ± 14* 

ALP (µkat/l) 1,3 ± 0,16 3,1 ± 0,42** 

GMT (µkat/l) 0,023 ± 0,013 0,65 ± 0,20* 

Výsledky jsou vyjádřeny jako průměr hodnot ± SEM (n = 6 v kaţdé skupině); Sham, kontrolní 

skupina zvířat; BDO, skupina zvířat s obstrukcí ţlučovodu; * p < 0,05; **  p < 0,01; ***  p < 0,001.  

 

4.2.2. qRT-PCR 

Výsledky PCR analýzy RNA zobrazuje obrázek 5. Statisticky významné sníţení 

hladiny mRNA na 51 % u BDO skupiny zvířat bylo zjištěno u Ntcp transportéru. 

Současně byla významně sníţena také hladina Oatp1a4 mRNA na 38 % u BDO zvířat. 

U ostatních bazolaterálních přenašečů – Oatp1a1, Oatp1b2 a Oat2 – nebyla prokázána 

signifikantní změna hladiny mRNA u BDO skupiny zvířat oproti Sham skupině.  
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Obr. 5. Grafické znázornění výsledků qRT-PCR analýzy Ntcp, Oatp1a1, Oatp1a4, Oatp1b2 a Oat2 

transporérů. Sham, kontrolní skupina zvířat; BDO, skupina zvířat s obstrukcí ţlučovodu; data 

jsou vyjádřena jako průměr ± SEM (n = 6 v kaţdé skupině); * p < 0,05; ** p < 0,01; ***  p < 

0,001.  
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4.2.3. Western blot 

Výsledky exprese vybraných bazolaterálních přenašečů stanovených metodou 

Western blotu souhrnně zobrazuje obrázek 6. K nejvýznamnějšímu sníţení exprese 

proteinu u zvířat s obstrukcí ţlučovodu došlo u transportéru Oatp1a1 a to aţ na 25 % 

oproti kontrolní skupině. Exprese Oatp1a4 proteinu byla u BDO skupiny sníţena na 

31 % a exprese Ntcp proteinu sníţena na 79 % oproti Sham skupině zvířat. Změna 

exprese Oatp1b2 a Oat2 proteinů nebyla prokázána.  
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Obr. 6. Grafické znázornění výsledků Western blot analýzy Ntcp, Oatp1a1, Oatp1a4, Oatp1b2 

a Oat2 transportérů. Sham, kontrolní skupina zvířat; BDO, skupina zvířat s obstrukcí 

ţlučovodu; data jsou vyjádřena jako ± SEM (n = 6 v kaţdé skupině); * p < 0,05; ** p < 0,01; 

*** p < 0,001. Reprezentativní obrázky Western blotu jsou zobrazeny pod příslušnými grafy 

s denzitometrickou analýzou dat (kontrola = 100 %). 
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5. DISKUZE 
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Mezi důleţité funkce jater patří tvorba a sekrece ţluči. Ta má v organismu dvě 

základní funkce: představuje exkreční cestu pro látky, které nemohou být vyloučeny 

ledvinami, a má podíl na trávení a vstřebávání tuků (2c).  

Sekrece ţluči závisí za fyziologických podmínek na funkci membránových 

přenašečů a na strukturální a funkční integritě hepatobiliárního systému.  

Jako cholestáza je označován stav, kdy dochází ke stagnaci toku ţluče. Obstrukční 

cholestáza je obvykle způsobena obstrukcí na úrovni extrahepatálních ţlučových cest 

(29). Nárůst cholestatických onemocnění v posledních letech doprovází také rozvoj 

poznatků týkajících se mechanismu tvorby ţluče či molekulární patobiochemie 

cholestázy (2c). Experimentální zvířecí modely umoţňují pochopení patofyziologických 

mechanismů, které se na cholestáze podílejí, a implementaci těchto poznatků do 

klinické roviny (29).  

Na základě poznatků z těchto studií byla popsána adaptivní odpověď organismu 

na cholestázu, která zahrnuje změny v expresi jaterních transportérů. Tato odpověď 

chrání hepatocyty před hromaděním toxických látek – ţlučových kyselin a bilirubinu. 

Adaptivní změny zahrnují down-regulaci přenašečů bazolaterální membrány pro uptake, 

up-regulaci transportérů apikální membrány a up-regulaci efluxních přenašečů na 

bazolaterální membráně (4) (44). 

Mezi nejvýznamnější jaterní transportéry pro uptake látek patří NTCP protein. 

Tento Na
+
-dependentní protein přenáší do hepatocytů mimo jiné konjugované 

a nekonjugované ţlučové kyseliny. Je lokalizován na bazolaterální membráně 

hepatocytů. Tamtéţ jsou umístěny i OAT2 transportéry, které mohou zajišťovat 

obousměrný přenos substrátů, například prostaglandinů. Další skupinou transportérů 

bazolaterální membrány jsou OCT transportéry, které přenáší malé organické kationty 

(11). V neposlední řadě patří mezi transportéry pro uptake skupina OATP proteinů. 

Spektrum jejich substrátů je široké, zahrnuje také ţlučové kyseliny a bilirubin (9). 

Diplomová práce byla zaměřena na ověření cholestatického poškození jater 

potkanů s podvazem ţlučovodu v trvání 28 dnů pomocí biochemické analýzy séra 

a sledováním změn exprese jaterních transportérů pro uptake – Ntcp, Oatp1a1, Oatp1a4, 

Oatp1b2 a Oat2.  

Výsledky biochemické analýzy séra zvířat s obstrukcí ţlučovodu potvrdily, ţe 

byla navozena biliární cirhóza. Všechny sledované parametry – hladiny bilirubinu, 

ţlučových kyselin a aktivita ALT, AST, ALP a GMT byly statisticky významně 
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zvýšeny. Zvýšení aktivity jaterních enzymů ALT, AST a ALP je citlivým markerem 

jaterního poškození (31). Zvýšená aktivita GMT rovněţ poukazuje na poškození jater, 

navíc je doprovázena zvýšenou aktivitou ALP (48). Nejpouţívanějším biochemickým 

testem pro určení cholestázy je stanovení aktivity ALP v séru. Za fyziologických 

podmínek je tento enzym vychytáván hepatocyty a sekretován do ţluče, a proto 

obstrukce ţlučovodu vede ke zvýšení aktivity ALP v krvi. ALP je spolu s GMT jedním 

z  nejcitlivějších markerů cholestázy (49).  

V této práci byla pozorována sníţená exprese Ntcp na úrovni mRNA i proteinu.  

Mezi hlavní substráty tohoto transportéru patří ţlučové kyseliny, které se při obstrukční 

cholestáze hromadí v hepatocytech a aktivují FXR receptor, coţ následně vede k sníţení 

exprese Ntcp přenašeče (43) (50). Tato změna je součástí anticholestatické obranné 

reakce organismu. 

Podobně jako u Ntcp proteinu byla pozorována sníţená exprese také Oatp1a4 

transportéru na úrovni mRNA i proteinu. Oatp1a4 rovněţ vychytává ţlučové kyseliny 

do hepatocytů a sníţení jeho exprese je taktéţ součástí obranné reakce organismu na 

hromadění toxických látek v játrech při cholestáze (4) (13). 

Výsledky Western blot analýzy dále prokázaly sníţení exprese Oatp1a1 

transportéru. Na úrovni mRNA byla pozorována tendence ke sníţené expresi. 

Substrátem tohoto přenašeče je kromě ţlučových kyselin také bilirubin, který se při 

cholestáze spolupodílí na poškození hepatocytů a sníţení exprese Oatp1a1 představuje 

snahu tomuto poškození zabránit (4) (51).  

Exprese dalších přenašečů – Oat2 a Oatp1b2 – zůstala ve skupině zvířat 

s podvazem ţlučovodu beze změny, coţ by mohlo být způsobeno faktem, ţe 

transportéry umoţňují obousměrný přenos substrátů, a proto se při cholestáze mohl 

projevit kromě uptaku také eflux ţlučových kyselin z hepatocytů. Dalším důvodem 

můţe být snaha kompenzovat sníţenou expresi Oatp1a1 transportéru (52).  
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6. ZÁVĚR 
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Cílem předloţené diplomové práce bylo potvrdit cholestatické poškození jater 

u potkanů s podvazem ţlučovodu biochemickou analýzou séra a analýzou exprese 

jaterních transportních proteinů pro uptake látek (Ntcp, Oatp1a1, Oatp1a4, Oatp1b2 

a Oat2) na úrovni mRNA i proteinu pomocí metod qRT-PCR a Western blot. 

Zvýšení všech sledovaných biochemických parametrů séra (bilirubin, ţlučové 

kyseliny, ALT, AST, ALT, GMT) prokázalo poškození hepatocytů způsobené 

obstrukční cholestázou.  

Výsledky qRT-PCR a Western blot analýzy potvrdily sníţení exprese 

transportních proteinů Ntcp, Oatp1a1 a Oatp1a4 u zvířat s podvazem ţlučovodu. Tyto 

změny odpovídají cholestatickému poškození jater. Změny v expresi Oatp1b2 ani Oat2 

transportéru nebyly potvrzeny.  

Závěrem lze konstatovat, ţe při obstrukční cholestáze u potkanů dochází ke 

sníţení exprese jaterních transportérů pro uptake – Ntcp, Oatp1a1 a Oatp1a4 ve snaze 

zabránit poškození hepatocytů způsobenému hromaděním toxických látek typu 

ţlučových kyselin a bilirubinu. 



46 

 

Seznam použitých zkratek 

ABC  „ATP binding cassette“ - transportéry váţící ATP 

ALP „Alkaline phosphatase“ – jaterní enzym 

ALT „Alanine aminotransferase“ – jaterní transamináza 

AST  „Aspartate aminotransferase“ – jaterní trnasamináza 

ATP „Adenosine triphosphate“ - nukleotid 

BCRP „Breast cancer resistance protein“ – transportér 

BSEP  „Bile salt export pump“ – transportér 

cAMP „Cyclic adenosine monophosphate“ – cyklický nukleotid 

cGMP „Cyclic guanosine monophosphate“ – cyklický nukleotid 

CYP Isoformy cytochromu P450 

FXR  „Farsenoid X receptor“ – nukleární receptor 

GMT „γ-glutamyl transferase“ – jaterní enzym 

ICP „Intrahepatic cholestasis of pregnancy“ 

Ig Imunoglobulin 

IL-1 Interleukin 1  

IL-6 Interleukin 6 

MDR „Multidrug resistance proteins“ – podrodina ABC transportérů 

MRP „Multidrug resistance-associated proteins“ – podrodina ABC 

transportérů 

NTCP „Na+-taurocholate cotransporting polypeptide“ – polypeptid 

transportující organické anionty 

OAT „Organic anion transporter“ – transportéry organických aniontů 

OATP „Organic anion transporting polypeptide“ – polypeptidy 

transportující organické anionty 

OCT „Organic cation transporter“ – transportéry organických kationtů 

OSTα/β „Organic solute transporter α/β“ – transportéry organických 

aniontů 

PBC Primární biliární cirhóza 

PPAR „Peroxisome proliferator-activated receptor“ – nukleární 

receptor 

PSC Primární sklerotizující cholangitida 

PXR  „Pregnane X receptor“ – nukleární receptor 

qRT-PCR „Quantitative reverse transcriptase – polymerase chain reaction“ 

SLC  „Solute carrier“ – rodina transportních proteinů 
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TNF-α  „Tumor necrosis factor α“ 

UDCA „Ursodeoxycholic acid“ – Ursodeoxycholová kyselina 

 

Poznámka 

Zkratky jaterních transportérů a biotransformačních enzymů jsou uvedeny 

velkými písmeny, pokud se jedná o přenašeče lidské, a malými písmeny, pokud jde 

o zvířecí analogy.  
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