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Seznam pouţitých zkratek 

ABC    „ATP binding cassette“ - transportéry váţící ATP 

BCRP   „Breast cancer resistance protein“ – transportér 

BSEP   „Bile salt export pump“ – transportér 

CAR    „Constitutive androstane receptor“ – nukleární receptor 

CYP   Isoformy cytochromu P450 

FXR    „Farsenoid X receptor“ – nukleární receptor 

GST   Glutathion-S-transferázy – enzymy II. fáze biotransformace 

IL-1β   Interleukin 1β 

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 

P-gp    P-glykoprotein (MDR1) 

PSC   Primární sklerotizující cholangitida 

PXR    „Pregnane X receptor“ – nukleární receptor 

RT-PCR „Reverse transcriptase – polymerase chain reaction“ 

SLC    „Solute carrier“ – rodina transportních proteinů 

SULT   Sulfotransferázy – enzymy II. fáze biotransformace 

TNF-α   „Tumor necrosis factor α“ 

UGT   Uridin difosfát-glukuronosyltransferázy – enzymy II. fáze biotransformace 

 

 

Poznámka 

V textu mohou být proteiny označeny velkými nebo malými písmeny v návaznosti na současná 

doporučení, která používají velká písmena u lidských genů/proteinů a malá písmena u zvířecích 

ekvivalentů. 
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1. Morfologická struktura a funkce jater  

Játra patří mezi ţivotně důleţité orgány. Jsou největším orgánem lidského těla, 

který zaujímá cca 1/50 celkové tělesné hmotnosti dospělého člověka (1200–1400 g u ţen 

a 1400–1800 g u muţů). Kromě tvorby a sekrece ţluči mají řadu metabolických, zásobních 

a endokrinních funkcí. Stěţejní je úloha jater ve vychytávání, detoxikaci a exkreci 

endogenních a exogenních látek včetně léčiv (Kuntz E. and Kuntz H.-D., 2008b). 

1.1. Morfologická struktura jater 

Jaterní tkáň je tvořena trámci jaterních buněk (hepatocytů). Jaterní trámce jsou 

obvykle tvořeny dvěma řadami těsně k sobě přiléhajících hepatocytů, které se hvězdicovitě 

sbíhají k centrální véně. Mezi trámci probíhají krevní kapiláry, tzv. jaterní sinusoidy, 

kterými protéká smíšená krev z větví portální vény a jaterní artérie do centrální vény. 

Portální véna přivádí do jater 60–70 % krve s vysokým obsahem ţivin, ale nízkým 

obsahem kyslíku. Naopak jaterní artérie dodává krev bohatou na obě sloţky. Uspořádání 

hepatocytů v trámcích je takové, ţe kaţdý je alespoň z jedné strany v kontaktu s krví 

sinusoidu přes Disseho prostor. Stěny sinusoidů jsou fenestrované, coţ má význam pro 

transport látek. Část hepatocytu, která není v kontaktu s Disseho prostorem, tvoří stěnu 

ţlučové kapiláry a na ni navazujícího itralobulárního ţlučovodu (Obr. 1) (Kuntz E. and 

Kuntz H.-D., 2008b;Mareš J., 2003). 

 

Obr. 1. Schéma struktury jater znázorňující tok krve a ţluči v jaterním lalůčku. Krev protéká sinusoidy 

z větve portální vény do centrální vény (tzn. z periferie do centra lalůčku). Tok ţluče směřuje z centra 

lalůčku do ţlučovodů na periferii.       tok arteriální krve z jaterní artérie;       tok venózní krve z portální 

vény;       tok smíšené krve;       tok ţluče. Převzato a upraveno z Van De Graaff K. (2001). 

Mezi endotelovými buňkami jaterních sinusoid jsou vmezeřeny makrofágy, tzv. 
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Kupfferovy buňky (neparenchymové buňky tvořící přibliţně 25–30 % celkové buněčné 

populace jaterní tkáně). Tyto buňky jsou součástí mononukleárního fagocytárního systému, 

který pohlcuje látky s potencionálně toxickými účinky přiváděné do jater portální krví, 

a tak brání jejich přenosu do systémové cirkulace. V Disseho prostoru se také nacházejí 

hvězdicovité buňky střádající tuk a vitamin A, označované jako lipocyty neboli Itovy 

buňky (Obr. 2).  

 

Obr. 2. Schématické znázornění jaterního sinusoidu. Převzato a upraveno z www.medspace.com.  

Základní morfologickou jednotku jater představuje jaterní lalůček (lalůček 

centrální vény - lobulus venae centralis), který je tvořen trámci jaterních buněk sbíhajících 

se k centrální véně (Obr. 3). Jaterní lalůček má tvar nepravidelného šestibokého hranolu se 

zaoblenými stěnami. Na periferii lalůčku jsou umístněny větve jaterní artérie (arteria 

interlobularis), portální vény (vena interlobularis) a interlobulární ţlučovod, které tvoří 

jaterní trias (portobiliární prostor) (Kuntz E. and Kuntz H.-D., 2008b;Švíglerová J. and 

Slavíková J., 2008).  

Základní funkční jednotku jater tvoří primární jaterní acinus (Obr. 3), který je 

uspořádán podél osy tvořené jaterní arteriolou, portální venulou, ţlučovodem 

a lymfatickou cévou. Jaterní acinus je rozdělen do tří zón podle vzdálenosti od cév v ose 

lalůčku:  

 zóna 1, periportální - lokalizována v centru acinu, zásobena krví s vyšším 

obsahem kyslíku a hrající zásadní úlohu v oxidaci látek (např. mastných kyselin), 

glukoneogenezi, ureagenezi, syntéze bílkovin, cholesterolu a ţlučových kyselin 

a zneškodnění některých toxinů konjugací se síranovým aniontem, 
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 zóna 2, intermediální – přechodná zóna mezi první a třetí zónou, 

 zóna 3, pericentrální – lokalizována na periferii acinu, zásobena krví s niţším 

obsahem kyslíku a mající klíčovou úlohu v redukčních reakcích, v glykolýze, 

lipogenezi, oxidaci cytochromem P450 a konjugaci s glutathionem a kyselinou 

glukuronovou; tato zóna má nejniţší regenerační kapacitu. 

Jelikoţ intermediální zóna nemá ţádné funkční rozhraní, předpokládá se, ţe jedna 

polovina této zóny by mohla být přiřazena zóně 1 a druhá polovina k zóně 3. Na řezu má 

jaterní acinus přibliţně tvar dvou trojúhelníků přivrácených k sobě základnami (Obr. 3) 

(Kuntz E. and Kuntz H.-D., 2008b;Švíglerová J. and Slavíková J., 2008;Newsholme, et al., 

2003). 

 

Obr. 3. Schéma jaterního lalůčku (vymezen přerušovaně) a primárního jaterního acinu (znázorněn 

plnou čárou). PBP – portobiliární prostor (jaterní trias), CV – centrální véna, 1 – periportální zóna, 2 – 

intermediální zóna, 3 – pericentrální zóna. Převzato a upraveno z Švíglerová J. a Slavíková J. (2008). 

1.1.1. Hepatocyty 

Hepatocyty jsou polarizované epiteliální buňky o velikosti 20–40 μm. Zaujímají 

80 % objemu jater a 60–65 % celkového počtu buněk jater. Na povrchu hepatocytů, který 

směřuje do Disseho prostoru, je vyvinuto velké mnoţství mikroklků, které významně 

zvětšují plochu pro intenzivnější výměnu látek mezi krví a hepatocyty. Hepatocyty 

obsahují jádro, které obklopuje cytoplazma s četnými ribozomy, endoplazmatickými 

retikuly, Golgiho aparátem, mitochondriemi, ale také lysozomy a peroxizomy. Povrch 

hepatocytu tvoří buněčná membrána, kterou lze rozdělit na dvě morfologicky a funkčně 

odlišné části (Kuntz E. and Kuntz H.-D., 2008b). Přibliţně 85 % celkového povrchu jaterní 

buňky představuje sinusoidální (bazolaterální) membrána s absorpční a sekreční funkcí. 

Je přivrácená do Disseho prostoru a zajišťuje přímý kontakt mezi hepatocyty a krví 

jaterních sinusoid (přes fenestrace endotelových sinusoidálních buněk a Disseho prostory).  

V jaterních sinusoidech vzniká koncentrační gradient, po směru kterého se látky dostávají 

do hepatocytů přes jejich bazolaterální membránu. U látek s vyšší rozpustností v tucích 
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a menší molekulou je tento proces realizován zejména pasivní difúzí, zatímco u látek 

s větší molekulou, nebo látek polárních je zprostředkován prostřednictvím transportního 

proteinu. Kanalikulární (apikální) membrána tvoří 15 % celkového povrchu hepatocytu. 

Představuje exkreční pól hepatocytu a vytváří lem ţlučového kanálku. Exkrece do ţluči 

probíhá v tomto místě proti vysokému koncentračnímu gradientu.  

 

 

Obr. 4. Buněčná komunikace v hepatocytech. „Gap-junctions“ usnadňují intercelulární komunikaci 

(např. přes difúzi sekundárních poslů, modré šipky), „tight junctions“ uzavírají kanalikulární lumen a 

brání tak návratu sloţek ţluči do plazmy. Kanalikulární ţluč vzniká osmotickou filtrací vody a malých 

elektrolytů (červené šipky) přes hepatocyty a těsné spoje jako odpověď na osmotický gradient 

vytvořený aktivními transportními systémy. Perikanalikulární síť aktin–myosin zprostředkovává 

kanalikulární kontrakce, které usnadňují tok ţluče z pericentrálního do periportálního regionu. 

Transcelulární na mikrotubulech závislý vezikulární transport zajišťuje přenos makromolekul a 

rozpuštěných látek (černá šipka). Převzato a upraveno z Trauner, et al. (1998). 

Hranice mezi bazolaterální a kanalikulární membránou tvoří mezibuněčné spoje 

typu „tight-junctions“ (těsné spoje), které uzavírají kanalikulární lumen a brání tak 

návratu sloţek ţluči do plazmy (Kuntz E. and Kuntz H.-D., 2008b;Švíglerová J. and 

Slavíková J., 2008;Trauner, et al., 1998). Hepatocyty dále obsahují „gap-junctions“, které 

usnadňují intercelulární komunikaci (např. skrze difúzi sekundárních poslů, šíření akčního 

potenciálu). Oba typy spojení hepatocytů vytvářejí tzv. hematobiliární bariéru, která 

společně s transportními procesy v hepatocytech řídí tvorbu ţluče. Je prokázáno, ţe těsné 

spoje regulují pohyb iontů, vody a rozpuštěných látek paracelulárními prostory mezi 

hepatocyty, a proto při jakémkoliv transportu léčiv do ţluče je nutno současně uváţit i 

funkčnost dané bariéry. Pro zachování strukturální a funkční integrity hematobiliární 

bariéry je důleţitá perikanalikulární síť aktin–myosin, která zprostředkovává kanalikulární 

kontrakce a usnadňuje tok ţluče z pericentrálního do periportálního regionu. Přenos 
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makromolekul a rozpuštěných látek je v hepatocytech zprostředkován transcelulární cestou 

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

1.2. Funkce jater 

Mezi základní funkce jater patří metabolizmus sacharidů, lipidů a proteinů, tvorba 

a sekrece ţluči, imunitní, endokrinní a zásobní funkce, detoxikace a exkrece látek, syntéza 

hemokoagulačních faktorů, tvorba a zánik červených krvinek. Současně jsou játra také 

krevním rezervoárem, jelikoţ jaterní cévy obsahují přibliţně 450 ml krve. 

1.2.1. Přehled základních funkcí jater 

Metabolizmus sacharidů. Játra jsou významným orgánem regulace metabolizmu 

sacharidů. Udrţují plazmatickou koncentraci glukózy ve fyziologických mezích. V případě 

potřeby jsou schopna vychytávat aţ 87 % glukózy dodané portální krví. Pro udrţení 

glukózové homeostázy zajišťují:  

 glukoneogenezi, 

 glykolýzu, 

 skladování glykogenu, 

 glykogenezi, 

 glykogenolýzu (Graham, 2009;Raddatz and Ramadori, 2007;Voet D. and Voetová 

J.G., 1995). 

Metabolizmus lipidů. V metabolizmu lipidů zastávají játra různé funkce: 

 vychytávání, β-oxidace a přeměna volných mastných kyselin, 

 syntéza ketolátek jako zdroje energie při hypoglykémii, 

 syntéza plazmatických lipoproteinů, 

 přeměna lipoproteinů, 

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

lipoprotein“) a chylomikronových zbytků, 

 syntéza a odbourávání cholesterolu, 

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

Metabolizmus aminokyselin a proteinů. Aminokyseliny jsou distribuovány do svalů 

(80 %), jater (15 %) a plazmy (5 %). Podíl volných aminokyselin je pouze 0,5 %. V játrech 

dochází k degradaci všech esenciálních aminokyselin kromě leucinu, izoleucinu a valinu, 

které jsou rozkládány ve svalech. V játrech probíhá: 

 deaminace aminokyselin, 
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 tvorba močoviny z CO2 a dvou molekul amoniaku vzniklého při deaminaci 

aminokyselin, 

 vzájemná přeměna aminokyselin, 

 tvorba plazmatických bílkovin vyjma imunoglobulinů, syntéza transportních 

proteinů – albumin, ceruloplasmin, haptoglobin, globulin vázající tyroxin, globulin 

vázající retinol, transkobalamin, transferin aj. (Kuntz E. and Kuntz H.-D., 

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

Metabolizmus ţlučových kyselin. Primární ţlučové kyseliny (kyselina cholová 

a chenodeoxycholová) vznikají v hepatocytech jako degradační produkty cholesterolu 

činností mikrozomálních, peroxizomálních a mitochondriálních enzymů. Zde jsou 

konjugovány s taurinem a glycinem. Činností anaerobních mikroorganizmů v ileus, caecus 

a colon jsou primární ţlučové kyseliny konvertovány na sekundární ţlučové kyseliny 

(kyselina deoxycholová, lithocholová a ketolithocholová). Následně je kyselina 

lithocholová enzymaticky konvertována na kyselinu sulfolithocholovou v játrech 

a kyselina ketolithocholová je přeměněna na kyselinu ursodeoxycholovou v játrech i ve 

střevě. Většina ţlučových kyselin podléhá enterohepatální cirkulaci (cca 90 % 

secernovaných kyselin do ţluče). Pouze malá část těchto kyselin se nevstřebává ve střevě 

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

D. and Voetová J.G., 1995). 

Metabolizmus bilirubinu. Bilirubin vzniká degradací hemu z rozpadlých 

erytrocytů v játrech (hepatocyty, Kupfferovy buňky), slezině, ledvinách a kostní dřeni. 

Jedná se o nepolární, ve vodě nerozpustnou, lipofilní látku, která je pro organizmus 

potenciálně toxická (Mareš J., 2003). Ve vazbě na plazmatický albumin je transportován 

přes sinusoidální membránu do hepatocytů prostřednictvím Na
+
-závislého transportního 

proteinu NTCP („Na
+
-taurocholate cotransporting polypeptide“) a Na

+
-nezávislých 

transportérů z rodiny OATP ("Organic anion transporting polypeptide"). V hladkém 

endoplazmatickém retikulu hepatocytu dochází k jeho konjugaci s kyselinou glukuronovou 

za účasti enzymu glukuronyltransferázy. Následně vzniká ve vodě rozpustný 

bilirubindiglukuronid, který je vylučován nadrodinou MRP („Multidrug resistance-

associated protein“) transportérů přes kanalikulární membránu hepatocytů do ţluče 

(Konrádová V., et al., 2000).  

Metabolizmus porfyrinu. Porfyriny jsou prostetickou skupinou hemoproteinů, 

které zahrnují např. hemoglobin, myoglobin, cytochromy, oxygenázy, katalázy aj. 

K syntéze hemu dochází především v kostní dřeni (80–85 %) a v játrech (15 %), přičemţ 
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dvě třetiny hemu vytvořeného v mitochondriích jater jsou vyuţity pro tvorbu cytochromu 

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

Endokrinní funkce. Játra přispívají k udrţení hormonální homeostázy, ale na 

druhou stranu jsou jimi i ovlivňovány. Mezi tyto hormony patří inzulin, glukagon, 

katecholaminy, glukokortikoidy, androgeny, estrogeny a progesteron. Játra mimo jiné 

zasahují také do metabolizmu vitaminu D prostřednictím hydroxylace cholekalciferolu 

(vitamin D3).  

Zásobní funkce. Játra jsou rezervoárem vitaminu A, D a B12, iontů mědi a ţeleza, 

které se vyskytuje ve formě feritinu a hemosiderinu (Kuntz E. and Kuntz H.-D., 

2008a;Švíglerová J. and Slavíková J., 2008). 

1.2.2. Eliminace léčiv v játrech 

Játra jsou centrálním orgánem zajišťujícím metabolizmus endogenních látek (např. 

ţlučových kyselin, bilirubinu) a xenobiotik (alkoholu, léčiv, toxinů aj.), tak i jejich 

následnou exkreci do ţluče. Tomu odpovídá bohatá enzymová výbava a přítomnost 

širokého spektra transportních proteinů. Jednotlivé děje probíhají v kaskádě: vychytávání 

do jater – metabolizmus – eflux z jater (Funk, 2008). Látky jsou do jater přiváděny 

především prostřednictvím portální cirkulace, která tvoří cca 60–70 % krevního zásobení 

tohoto orgánu.  

Při difúzi, resp. transportu v intracelulárním prostoru se dostávají látky do kontaktu 

s enzymovými systémy, které se ujímají jejich biotransformace na dané metabolit/y. Jaterní 

metabolizmus probíhá ve dvou fázích.  

 Fáze I je zaloţena na řadě reakcí (oxidace, redukce, hydrolýza), jejíţ podstatou je 

malá změna ve struktuře molekuly léčiva (dealkylace, hydroxylace, oxidace, 

deaminace, hydrolýza). Účelem těchto reakcí je zvýšení hydrofility látek nebo 

odhalení nukleofilních skupin (-OH, -NH2, -SH, -COOH) pro následné konjugační 

děje. Základním enzymovým systémem této fáze jsou isoformy cytochromu P450. 

Na I. fázi biotransformace léčiv se mohou podílet také např. esterázy (např. 

pseudocholinesteráza), oxidázy (např. xantinoxidáza), nebo reduktázy (např. epoxid 

reduktáza).  

 Fáze II spočívá v konjugaci mateřské látky nebo jejího metabolitu s produkty 

intermediárního metabolizmu: kyselinou glukuronovou, glutathionem, síranovým 

aniontem, kyselinou octovou, nebo některými aminokyselinami (glycinem, 

glutaminem). Tomu odpovídá bohatá enzymová výbava, především vysoký obsah 
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UGT (UDP-glukuronosyltransferázy), GST (glutathion-S-transferázy), SULT 

(sulfotransferázy) a NAT (N-acethyltransferázy) v játrech (Evans and Relling, 

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

Následně opouští léčivo, popř. jeho metabolity hepatocyty buď prostřednictvím 

zpětného transportu do krve, který probíhá po směru koncentračního gradientu, nebo je 

vylučováno do ţluče většinou proti koncentračnímu gradientu. Tento proces je uskutečněn 

prostřednictvím jednosměrných, ABC transportérů („ATP binding cassette proteins“), 

které jsou lokalizovány na kanalikulární membráně a jejichţ funkce je závislá na dodávce 

energie ve formě ATP (Funk, 2008).  

2. Transport léčiv v játrech 

Játra se podílejí na metabolizmu a/nebo exkreci mnoha endogenních a exogenních 

látek. Lipofilní molekuly se mohou pohybovat z plazmy do jaterního cytosolu prostou 

nebo facilitovanou difúzí. Řada polárních organických látek stejně jako lipofilních molekul 

je nicméně transportována prostřednictvím transportních proteinů lokalizovaných na 

bazolaterální membráně hepatocytů. Do tohoto procesu se zapojují především transportéry 

ze skupiny SLC (Obr. 5). Jednosměrné nebo obousměrné bazolaterální transportní systémy 

přenáší své substráty z jaterního cytosolu do krve, zatímco kanalikulární transportní 

systémy zajišťují biliární exkreci endogenních látek, léčiv a jejich metabolitů. Zde se 

uplatňují především ABC transportéry, které exportují své substráty do ţluče proti 

koncentračnímu gradientu, čímţ sniţují koncentraci svých substrátů v hepatocytu 

a připravují koncentrační gradient na bazolaterální membráně (Faber, et al., 2003). ABC 

transportéry lokalizované na bazolaterální membráně hepatocytů (MRP1, MRP3–6 - 

„Multidrug resistance-associated protein 1, 3–6“) zvyšují svoji expresi během různých 

jaterních onemocnění (např. při cholestáze) a vedou ke zvýšenému exportu látek 

z hepatocytů do krve, čímţ jednak chrání hepatocyty před toxickým vlivem kumulujících 

se látek a jednak přispívají k přesměřování sníţené jaterní exkrece na exkreci renální 

(Trauner and Boyer, 2003). 
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Obr. 5. Transportní proteiny na membránách hepatocytů. Léčiva jsou vychytávána do hepatocytů 

NTCP („Na+-taurocholate cotransporting polypeptide“) transportérem a skupinou OATP („Organic 

anion transporting polypeptide“) transportérů na bazolaterální membráně hepatocytu. OAT2 zajišťuje 

vychytávání látek charakteru organických aniontů a OCT1 látek charakteru organických kationtů 

s menší molekulou. Transport do ţluče je zprostředkován kanalikulárním BSEP („Bile salt export 

pump“), MRP2 („Multidrug resistance-associated protein 2“) a BCRP („Breast cancer resistance 

protein“) proteinem. MDR3 („Multidrug resistance protein 3“) přenáší fosfatidylcholin, který vytváří ve 

ţluči smíšené micely společně se ţlučovými kyselinami a cholesterolem. MDR1 („Multidrug resistance 

protein 1“) transportuje léčiva charakteru organických kationtů. MRP1, MRP3, MRP4, MRP5 a MRP6 

(„Multidrug resistance-associated protein 1, 3, 4, 5 a 6“) a OSTα/β („Organic solute transporter α/β“) 

lokalizované na bazolaterální membráně hepatocytu představují alternativní cestu exkrece ţlučových 

kyselin a dalších látek charakteru organických aniontů do systémové cirkulace. Převzato a upraveno 

ze Zollner a Trauner (2006). 

 

2.1. Bazolaterální transportní proteiny 

Transportní systémy lokalizované na bazolaterální (sinusoidální) membráně 

hepatocytů slouţí pro obousměrný pohyb léčiv mezi krví a hepatocyty. Přehled 

bazolaterálních transportérů a seznam jejich základních substrátů znázorňuje Tab. 1. 

2.1.1. NTCP 

NTCP („Na
+
-taurocholate cotransporting polypeptide“; Slc10A1) je bazolaterální 

transportér, který přenáší z portální krve konjugované ţlučové kyseliny a s niţší afinitou 

i nekonjugované. Hnací silou je kotransport Na
+
 s taurocholátem v poměru 2:1 (Meier, et 

al., 1997). Substráty pro NTCP jsou především ţlučové kyseliny, avšak jeho význam pro 

kinetiku léčiv je malý. 
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2.1.2. OATP 

OATP („Organic anion transporting polypeptide“; SLCO1A) přenašeče 

reprezentuje rodina proteinů s významnou úlohou pro transport léčiv. Funkce těchto 

transportérů je nezávislá na přítomnosti Na
+
. Tyto proteiny zprostředkovávají obousměrný 

transport látek, kdy hnací silou můţe být protitransport bikarbonátu, glutathionu a/nebo 

glutathion-S-konjugátu (Hagenbuch and Meier, 2004;Li, et al., 2000). Do současnosti bylo 

identifikováno více neţ 50 členů této skupiny, z kterých je exprimováno u člověka 11. 

Mezi nejdůleţitější zástupce této rodiny transportérů patří OATP1A2 (SLCO1A2), 

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

hlavním transportním proteinem pro vychytávání léčiv v játrech. Všechny výše zmíněné 

transportéry kromě OATP2B1 se účastní přenosu ţlučových kyselin do hepatocytů 

(Kullak-Ublick, et al., 2001). Substrátová specifita těchto transportérů je široká a kromě 

spektra organických aniontů zahrnuje i látky bazické povahy s větší molekulou (kationty 

II. typu, např. chinidin) a neutrální steroidy – Tab. 1 (Hagenbuch and Gui, 2008). 

2.1.3. OAT 

Rodina SLC22A („Organic anion transporter“) zahrnuje transportéry, které byly 

poprvé klonovány v ledvinách. OAT1 (SLC22A6) a OAT3 (SLC22A8) jsou velmi důleţité 

pro transport léčiv v buňkách proximálních ledvinných tubulů. Hrají významnou roli 

v exkreci celé řady endogenních látek i léčiv, např. nesteroidních protizánětlivých látek, 

urikosurik a diuretik (Koepsell and Endou, 2004). V játrech je lokalizován především 

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

transportéry jsou schopné přemisťovat organické anionty oběma směry. 

2.1.4. OCT 

Skupina OCT („Organic cation transporter“; SLC22A) transportérů 

zprostředkovává obousměrný přenos organických kationtů s menší molekulou. Hnací silou 

transportu OCT je v tomto případě pouze elektrochemický gradient přenášeného kationtu. 

Hlavním zástupcem této skupiny transportérů v lidských játrech je OCT1 (SLC22A1). 

OCT2 (SLC22A2) je exprimován v ledvinách a OAT3 (SLC22A3) je rozšířen i v jiných 

tkáních (Koepsell, et al., 2003). 

2.1.5. MRP1, MRP3–6 

Tyto transportéry (MRP1, MRP3, MRP4, MRP5 a MRP6) z ABCC podrodiny jsou 
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lokalizovány na bazolaterální membráně hepatocytů a jejich hlavní úlohou je eflux 

endogenních látek a xenobiotik z hepatocytů zpět do krve. MRP1 („Multidrug resistance-

associated protein 1“; ABCC1) je v lidských hepatocytech uchováván převáţně 

v intracelulárních vezikulech a vyţaduje, aby látky, jeţ jsou jeho substráty, byly ve formě 

konjugátů s glutathionem, kyselinou glukuronovou nebo sírovou (Jedlitschky, et al., 1997). 

Exprese MRP3 („Multidrug resistance-associated protein 3“; ABCC3) a MRP4 

(„Multidrug resistance-associated protein 4“; ABCC4) je za normálních podmínek nízká 

a stoupá při cholestáze, resp. deficitu MRP2. Jejich zvýšená exprese a následně zvýšený 

eflux substrátů zpět do krve představuje kompenzační mechanizmus poškozené biliární 

exkrece intracelulárně se kumulujících látek typu ţlučových kyselin a konjugovaného 

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

protein 5“; ABCC5) mají schopnost transportovat cyklické nukleotidy cAMP (cyklický 

adenosin-3„,5„-monofosfát) a cGMP (cyklický guanosin-3„,5„-monofosfát) (Reid, et al., 

2003). Mrp6 („Multidrug resistance-associated protein 6“; Abcc6) je exprimován na 

bazolaterální i kanalikulární membráně potkaních hepatocytů. Jeho role v jaterní exkreci 

léčiv se zdá být minoritní, jelikoţ netransportuje látky charakteru aniontů (Madon, et al., 

2000). Ačkoli byly u lidí detekovány vysoké hladiny MRP6 mRNA v játrech a ledvinách, 

jeho role pro transport léčiv zůstává neobjasněná (Kool, et al., 1999).  

2.1.6. OSTα/β 

OSTα/β („Organic solute transporter α/β“) jsou transportéry exprimované kromě 

jater také v ileu a ledvinách. Jejich úlohou je přenášet ţlučové kyseliny, steroidy a další 

organické látky přes bazolaterální membránu epiteliálních buněk těchto orgánů. 

V cholangiocytech a buňkách proximálních tubulů ledvin podporují funkci ASBT („Apical 

sodium-dependent bile salt transporter“) transportéru, hlavního proteinu pro reabsorpci 

ţlučových kyselin z těchto buněk (Boyer, et al., 2006).  
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Tab. 1. Bazolaterální lékové transportní proteiny hepatocytů. T3 – trijodtyronin, T4 – tyroxin, LTC4 – 

leukotrien C4, cAMP - cyklický adenosin-3„,5„-monofosfát, cGMP - cyklický guanosin-3„,5„-

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

Symbol genu Protein Substráty 

SLCO1A1 NTCP ţlučové kyseliny, estron-3-sulfát, sulindak, rosuvastatin 

SLCO1A2 OATP1A2 
ţlučové kyseliny, estron-3-sulfát, T3, T4, fexofenadin, 

oubain, chinin 

SLCO1B1 OATP1B1 
ţlučové kyseliny, bilirubin, estron-3-sulfát, T3, T4, ouabain, 

statiny, sartany, rifampicin 

SLCO1B3 OATP1B3 

ţlučové kyseliny, bilirubin, estron-3-sulfát, LTC4, T3, T4, 

digoxin, rifampicin, metotrexát, fluvastatin, valsartan, 

olmesartan, digoxin 

SLCO2B1 OATP2B1 
estron-3-sulfát, benzylpenicilin, pravastatin, fluvastatin, 

digoxin 

SLC22A7 OAT2 
prostaglandiny, p-aminohipurát, salicyláty, tetracykliny, 

zidovudin 

SLC22A1 OCT1 
acetylcholin, kortikosteron, progesteron, metformin, 

chinidin, verapamil, acyklovir, ritonavir, ranitidin 

ABCC1 MRP1 daunorubicin, doxorubicin, etoposid, vinkristin 

ABCC3 MRP3 sulfatované ţlučové kyseliny, metotrexát 

ABCC4 MRP4 konjugované ţlučové kyseliny, cAMP, cGMP, metotrexát 

ABCC5 MRP5 cAMP, cGMP 

ABCC6 MRP6 BQ-123 

OSTα/β OSTα/β 
ţlučové kyseliny, estron-3-sulfát, prostaglandin E2, 

digoxin 

 

2.2. Kanalikulární transportní proteiny 

Transportní systémy lokalizované na kanalikulární (apikální) membráně hepatocytů 

slouţí pro eflux (exkreci) endogenních látek a xenobiotik z hepatocytů do ţluče. Přehled 

kanalikulárních transportérů a seznam jejich základních substrátů sumarizuje Tab. 2. 

2.2.1. MRP2 

MRP2 („Multidrug resistance-associated protein 2“; ABCC2) je z největší šíře 

studovaný apikální transportér z rodiny MRP transportérů, který přenáší látky typu 

organických aniontů, jako jsou soli ţlučových kyselin, konjugáty s glutathionem, 

glukuronidem a sulfátové konjugáty, ale i nekonjugovaná léčiva (např. metotrexát, 

pravastatin, azitromycin) (Fuksa L, et al., 2006;Jedlitschky, et al., 2006;Nies and Keppler, 
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2007). V játrech MRP2 zajišťuje jeden ze základních mechanizmů tvorby ţluče, která je 

nezávislá na sekreci osmoticky aktivních solí ţlučových kyselin. Význam této funkce byl 

dokumentován výrazným sníţením tvorby ţluče u Mrp2 deficitních potkanů (Ito, et al., 

1997;Paulusma, et al., 1996). U člověka byl popsán geneticky podmíněný deficit MRP2, 

který se projevuje konjugovanou hyperbilirubinémií označovanou jako Dubin-Johnsonův 

syndrom (Konig, et al., 1999). U těchto pacientů se zvyšují hladiny MRP3 proteinu jako 

kompenzační mechanizmus na nedostatečnou biliární exkreci organických aniontů 

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

2.2.2. MDR1 

P-gp (P-glykoprotein; ABCB1) je vůbec prvním objeveným lékovým transportérem 

(Juliano and Ling, 1976) a je sledován především pro souvislost s mnohočetnou lékovou 

rezistencí nádorů vůči chemoterapeutikům – např. paklitaxelu, antracyklinům, vinkristinu 

a vinblastinu. P-gp transportuje primárně hydrofobní kationty, avšak dokáţe s nízkou 

efektivitou transportovat anionty se silným nábojem – např. metotrexát (Chan, et al., 

2004). Jelikoţ je P-gp lokalizován na kanalikulárních membránách buněk tkání s exkreční 

funkcí (hepatocyty, enterocyty, buňky proximálních tubulů ledvin), resp. bariérovou funkcí 

(placenta, hematoencefalická a testikulární bariéra), má významnou roli ve 

farmakokinetice řady léčiv, která jsou jeho substrátem. Kromě nádorové rezistence tak 

hraje klíčovou roli v obraně organizmu před účinkem xenobiotik. V hepatocytech 

a buňkách proximálních tubulů ledvin napomáhá exkreci svých substrátů, ve sliznici 

tenkého střeva brání vstřebávání toxinů/léčiv a omezuje distribuci xenobiotik do vitálně 

důleţitých a citlivých orgánů a tkání (např. mozku, varlat, plodu).  

2.2.3. MDR3 

MDR3 (ABCB4) slouţí především jako transportér fosfolipidů (např. 

fosfatidylcholinu) do ţluče, čímţ dochází k vytváření micel a následně k ochraně před 

škodlivým detergentním působením ţlučových kyselin na okolní tkáň. Význam MDR3 

v eliminaci léčiv je minoritní, nicméně s nízkou afinitou je schopen transportovat některé 

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

2.2.4. BSEP 

BSEP (ABCB11) je hlavní kanalikulární transportér pro exkreci konjugovaných 

a nekonjugovaných ţlučových kyselin z hepatocytu do ţluče, čímţ se stává primárně 
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zodpovědným za samotnou tvorbu ţluče a svojí funkcí přímo navazuje na činnost 

bazolaterálně lokalizovaného NTCP (Byrne, et al., 2002). Porucha exprese nebo inhibice 

jeho funkce je jedním ze základních mechanizmů intrahepatální cholestázy, coţ je u lidí 

spojeno s výskytem progresivní familiární intrahepatální cholestázy 2. typu (PFIC2). 

U těchto pacientů jsou koncentrace ţlučových kyselin ve ţluči < 1 % oproti normálním 

hladinám v důsledku genové mutace ABCB11 a deficitu, resp. absence BSEP na 

kanalikulární membráně hepatocytu. Některé, jinak klinicky nevýznamné, mutace BSEP 

vytvářejí predispozici ke vzniku cholestatické ţloutenky v těhotenství (Byrne, et al., 2009). 

Ačkoli tento protein nemá klíčovou roli v jaterní exkreci xenobiotik, můţe mít významný 

vliv na řadu lékových interakcí a následnou hepatotoxicitu.  

2.2.5. BCRP 

BCRP („Breast cancer resistance protein“) je transportér původně identifikovaný 

v nádorových buňkách. Tento protein dimerizuje v plazmatické membráně 

a zprostředkovává nádorovou rezistenci k léčivům jako mitoxantron, doxorubicin, 

daunorubicin, irinotekan aj. (Staud and Pavek, 2005). BCRP je lokalizován v mnoha 

tkáních: placenta, tenké a tlusté střevo, hepatocyty, ţilní a kapilární endotel (Maliepaard, et 

al., 2001). V hepatocytech je lokalizován na kanalikulární membráně a slouţí zde jako 

efluxní cesta pro řadu steroidů, xenobiotik a jejich konjugovaných metabolitů (sulfátů 

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

Tab. 2. Kanalikulární lékové transportní proteiny hepatocytů. LTC4 – leukotrien C4 

Symbol genu Protein Substráty  

ABCC2 MRP2 

bilirubin, cisplatina, doxorubicin, indinavir, indometacin, 

glibenklamid, LTC4, metotrexát, pravastatin, většina léčiv a jejich 

metabolity konjugované s kyselinou glukuronovou a glutathionem 

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

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

ABCB4 MDR3 fosfolipidy 

ABCB11 BSEP 
konjugované a nekonjugované ţlučové kyseliny, pravastatin, 

sulindak 

ABCG2 BCRP 
daunorubicin, doxorubicin, estron-3-sulfát, irinotekan, kyselina 

listová, mitoxantron, topotekan aj. 
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3. Cholestáza a jaterní transportní systémy pro léčiva 

Cholestáza (z řeckého chole, ţluč a stasis, stáza, zastavení) je porucha vylučování 

ţluči do střeva na různých úrovních hepatobiliárního systému. Je-li překáţka ve velkých 

ţlučovodech, tzv. extrahepatální cholestáza, dochází k rozšíření biliárního traktu nad 

překáţkou. Vyskytuje se především u cholelitiázy, tumorů pankreatu, cholangiogenních 

tumorů obturujících terminální část ţlučovodu, stenóz a tumorů Vaterovy papily (Vaňásek 

T., 2007). Pokud je příčina cholestázy uvnitř jater, tzv. intrahepatální cholestáza, nejsou 

ţlučovody dilatovány. Příčina intrahepatální cholestázy můţe být jak v intrahepatálních 

ţlučovodech (např. primární biliární cirhóza), tak v hepatocytech (např. akutní virová 

hepatitida s cholestatickými rysy) (Boyer, 2007;Rodriguez-Garay, 2003). Akutní 

intrahepatální cholestáza provází virové hepatitidy, poléková a toxická poškození jater, 

alkoholické onemocnění jater a těhotenský ikterus. Chronická intrahepatální cholestáza je 

znakem primární biliární cirhózy (PBC), primární sklerotizující cholangitídy (PSC), 

polékových poškození a chronické rejekce jaterního štěpu. V etiologii cholestáz 

jednoznačně dominují cholestázy extrahepatální, kde převaţující část, aţ 50 %, tvoří 

maligní onemocnění, na druhém místě je cholelitiáza. Velmi častou příčinou cholestázy 

jsou septické stavy a polékové cholestázy podílejíci se necelými 10 %, virové 

a autoimunitní hepatitidy s 5 – 7 % (Mareček Z., 2007). 

Mezi klinické projevy cholestázy patří ţloutenka, pruritus a acholická stolice se 

steatoreou. Při delším trvání se rozvíjejí hypovitaminózy vitaminu A, D, E a K. Játra jsou 

palpačně zvětšená a tuhá. V laboratoři dominuje zvýšení sérové hladiny konjugovaného 

bilirubinu, ALP (alkalické fosfatázy), GMT (γ-glutamyl transpeptidázy), ţlučových kyselin 

a cholesterolu. Jaterní transaminázy AST (S-aspartátaminotransferáza) a ALT (S-

alaninaminotransferáza) se zvyšují později. V moči je přítomný bilirubin (Rodriguez-

Garay, 2003;Vaňásek T., 2007). Kumulující se ţlučové kyseliny jako silné detergenty 

můţou zapříčinit strukturální i funkční poškození membrán většiny tkání. Kromě toho 

zadrţené ţlučové kyseliny sniţují de novo syntézu ţlučových kyselin (Rodriguez-Garay, 

2003).  

3.1. Transportéry a patofyziologie cholestázy 

Základním patofyziologickým důsledkem cholestázy je jaterní a následně 

i systémová kumulace toxických látek typu ţlučových kyselin a bilirubinu (Trauner, et al., 

1997). Tyto látky mohou v závislosti na intenzitě a době trvání cholestázy podmínit váţné 

poškození organizmu. Ve snaze kompenzovat vzniklou situaci se aktivují tzv. spontánní 
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anticholestatické obranné mechanizmy, jejichţ účelem je zmírnit stav pomocí alespoň 

částečného přesměrování exkrece daných látek z jater do ledvin (Lee and Boyer, 2000). 

Podstatou tohoto procesu je změna exprese, lokalizace a funkce odpovědných 

transportních proteinů v játrech a ledvinách. Změněná exprese hepatobiliárních 

transportních systémů na úrovni proteinu tak můţe být primární příčinou cholestázy, nebo 

sekundárním důsledkem adaptivních změn exprese transportérů. (Roma, et al., 2008b). 

Změny exprese transportérů jako primární příčinu cholestázy lze popisovat u dědičných 

forem onemocnění (např. progresivní familiární intrahepatální cholestáza typu 2 - mutace 

BSEP transportéru, Dubin-Johnson syndrom – mutace MRP2). Ve většině případů ale 

dochází ke změnám exprese transportérů sekundárně jako odpověď na retenci toxických 

biliárních látek (ţlučových kyselin, bilirubinu). Látky s cholestatickým efektem (např. 

léčiva, hormony, prozánětlivé cytokiny) mohou buď sniţovat expresi transportérů, nebo 

přímo inhibovat jejich funkci. Typickými příklady léčiv s cholestatickým efektem jsou 

rifamycin, cyklosporin A nebo glibenklamid. Tyto látky přímo omezují sekreci ţlučových 

kyselin inhibicí BSEP (Stieger, et al., 2000). Většina cholestatických onemocnění vzniká 

v důsledku obstrukce (např. extrahepatální biliární obstrukce způsobená nádory, kameny) 

nebo destrukce ţlučovodu (PSC, PBC). Sníţená exprese transportních systémů u těchto 

onemocnění vysvětluje, alespoň částečně, poškození transportní funkce, coţ má za 

následek další prohlubení cholestázy. Ne všechny změny exprese transportních proteinů 

mají pro-cholestatický nebo negativní charakter. Zatímco některé přispívají k cholestáze, 

většina změn exprese transportérů v játrech a extrahepatálních tkáních (např. v ledvinách) 

funguje jako kompenzační mechanizmus, který je alternativní cestou exkrece pro 

kumulující se toxické látky (Zollner, et al., 2001;Zollner, et al., 2003).  

3.2. Spontánní anticholestatická obranná reakce 

Pro některé zvířecí modely experimentální cholestázy a některé typy 

cholestatického onemocnění u lidí existuje společný vzorec adaptivních odpovědí 

zahrnující změny exprese transportérů, tzv. spontánní anticholestatickou obrannou reakci. 

Tato odpověď chrání hepatocyty před zadrţováním toxických látek (ţlučových kyselin, 

bilirubinu a léčiv). Adaptivní změny zahrnují sníţenou expresi bazolaterálních transportérů 

důleţitých pro import látek doprovázenou zvýšenou expresí bazolaterálních systémů pro 

jejich eflux (Obr. 6). Sníţenou expresi bazolaterálních transportních systémů lze pozorovat 

u chronických cholestatických onemocnění u lidí. NTCP a OATP1B1 vykazují sníţenou 

expresi na úrovni proteinu u cholestatické alkoholové hepatitidy (Zollner, et al., 2001), 
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pozdních stádií PBC (Zollner, et al., 2003), PFIC2 a PFIC3 (progresivní familiární 

intrahepatální cholestáza typu 2 a 3) (Keitel, et al., 2005), PSC (Oswald, et al., 2001) 

a extrahepatální biliární artrezie. Proteinová exprese OATP1B3 je sníţená u PFIC1 

(progresivní familiární intrahepatální cholestáza typu 1) a PFIC2. Sníţená exprese 

OATP2B1, OCT1 a OAT2 transportních proteinů byla recentně prokázaná ve studii na 

lidských primárních hepatocytech exponovaných TNF-α a IL-6 cytokiny (Vee, et al., 

2009). Zvýšenou expresi bazolaterálních efluxních pump MRP1, MRP3, MRP4, MRP5 

a MRP6 („Multidrug resistance-associated protein 1, 3, 4, 5 a 6“) na úrovni proteinu lze 

pozorovat v pozdních stádiích PBC (Barnes, et al., 2007;Ros, et al., 2003;Zollner, et al., 

2007). Zvýšená exprese MRP3 a MRP4 je popisováná také u PFIC3 (Keitel, et al., 

2005;Scheffer, et al., 2002). U pacientů v pokročilých stádiích PBC byla prokázaná 

zvýšená exprese OSTα a OSTβ na úrovni mRNA (Boyer, et al., 2006). Exprese MRP2 je 

sníţená u mnoha cholestatických onemocnění jater, ačkoli lze změny pozorovat pouze 

v pozdních stádiích onemocnění. Například exprese MRP2 je sníţená jen u některých 

pacientů ve IV. stádiu PBC, ale zůstává beze změny v I.-III. stádiu (Kullak-Ublick, et al., 

2002). Podobně je exprese BSEP dobře zachována u pacientů s PBC a akutní nebo 

zánětem indukovanou cholestázou (alkohol, léčiva, autoimunitní hepatitida) (Zollner, et al., 

2001;Zollner, et al., 2003). U pacientů s PBC byla prokázaná zvýšená exprese BCRP 

efluxního proteinu (Barnes, et al., 2007). mRNA exprese MDR3 transportéru je zachována 

u PBC, ale zvýšena u pacientů s obstrukční cholestázou (Lee and Boyer, 2000;Trauner, et 

al., 1999). 

Adaptační změny exprese transportérů jsou dále podporované sníţenou syntézou 

ţlučových kyselin (isoformy cytochromu P450 – CYP7A1 a CYP8B1) a naopak 

navozením detoxifikace ţlučových kyselin (indukce enzymů fáze I a fáze II metabolizmu 

ţlučových kyselin). Mezi enzymy fáze I patří CYP3A4 a CYP2B6. Enzymy fáze II 

zahrnují SULT2A1 (kde SULT je sulfotransferáza) a UGT2B4 (kde UGT je UDP-

glukuronosyltransferáza) (Boyer, 2007). Hydroxylací ţlučových kyselin se zvyšuje 

intracelulární koncentrace méně toxických polyhydroxylovaných solí ţlučových kyselin. 

Většina těchto transformací usnadňuje exkreci solí ţlučových kyselin do ţluče (sulfatace) 

nebo do krve, a tím umoţňuje následnou exkreci močí (hydroxylace, sulfatace 

a glukuronidace) (Roma, et al., 2008b).  
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Obr. 6. Molekulární mechanizmy cholestázy – anticholestatická obranná reakce. Sníţená exprese 

bazolaterálních transportérů NTCP („Na+-taurocholate cotransporting polypeptide“), OATP („Organic 

anion transporting polypeptide“), OAT2 („Organic anion transporter 2“) a OCT1 („Organic cation 

transporter 1“) sniţuje hepatocelulární retenci látek. Exprese kanalikulárního BSEP („Bile salt export 

pump“), MRP2 („Multidrug resistance-associated protein 2“) a MDR3 („Multidrug resistance protein 

3“) transportéru, který zajišťuje přenos fosfatidylcholinu, je zachována. Exprese MDR1 („Multidrug 

resistance protein 1“) a BCRP („Breast cancer resistance protein“) je během cholestázy zvýšená. 

Indukce bazolaterálních efluxních proteinů MRP1, MRP3, MRP4, MRP5 a MRP6 („Multidrug 

resistance-associated protein 1, 3, 4, 5 a 6“) a OSTα/β („Organic solute transporter α/β“) je alternativní 

cestou eliminace pro léčiva i endogenní látky (soli ţlučových kyselin, bilirubin). Převzato a upraveno 

ze Zollner a Trauner (2006). 

4. Preklinické modely studia vlivu cholestázy na farmakokinetiku léčiv 

Pro studium cholestázy se vyuţívají in vitro, in situ a in vivo metody. Zatímco in 

vitro a in situ studie poskytují moţnost studia podílu konkrétních transportérů 

a jednotlivých modulujících vlivů (např. cytokinů a ţlučových kyselin) na změny 

transmembránového přenosu léčiv během cholestázy, in vivo studie nabízí komplexní 

pohled na farmakokinetiku sledovaných léčiv a jejich eliminaci do ţluče během působení 

všech regulačních patofyziologických vlivů.  
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4.1. Metody in vitro 

Izolované membránové frakce hepatocytů jsou metodou umoţňující studium 

metabolizmu a transportu látek. Mezi hlavní výhody takto získaných frakcí patří relativní 

nenáročnost metody, moţnost přípravy mikrosomální jaterní frakce různých ţivočišných 

druhů, reprodukovatelnost a moţnost delšího skladování takto připravené mikrosomální 

nebo jiné frakce (Zhuge, et al., 2004). Limitující faktory metody jsou krátká funkčnost, 

absence enzymů II. fáze metabolizmu a potřeba kofaktorů k jejich aktivitě (Kučera O., et 

al., 2006). Dalším moţným přístupem v této oblasti je příprava primárních hepatocytů. 

Vzhledem ke špatné dostupnosti lidských hepatocytů se vyuţívají především potkaní 

hepatocyty. Tento model umoţňuje studovat transportní systémy léčiv v přítomnosti 

různých mediátorů včetně ţlučových kyselin a cytokinů a dále predikci in vivo údajů 

o metabolické nebo hepatobiliární clearance (O'Brien, et al., 2004). Hepatocyty získané 

z jater pomocí kolagenázy mohou být pouţity okamţitě k testování anebo mohou být 

zmrazeny a dále uchovány po ošetření ochranným médiem. Nevýhodou tohoto modelu je 

rychlá ztráta aktivity biotransformačních enzymů, pokles funkční kapacity hepatocytů, 

pokles mnoţství a aktivity cytochromu P450 a rychle se zvyšující exprese Mdr1 

transportního proteinu (Chandra and Brouwer, 2004;Kučera O., et al., 2006;Rodriguez-

Garay, 2003).  

4.2. Metody in situ 

Široce pouţívanou metodou studia cholestázy je model potkaních izolovaných 

perfundovaných jater, který zachovává trojrozměrnou strukturu jater s mezibuněčnými 

kontakty, tvorbou a sekrecí ţluče. Tento model nejblíţe simuluje podmínky obdobné 

ţivému organizmu. V tomto případě leze patogenezi poškození jater studovat bez ovlivnění 

jinými orgány. Tato metoda umoţňuje hodnocení vychytávání látek do jater, jejich biliární 

exkreci a sinusoidální eflux, proto je často vyuţívanou metodou pro studium lékových 

a toxických poškození a pro kinetické modelování. Výhodou je moţnost přesného 

definování podmínek, tj. skladby perfuzního media a koncentrací léčiv. Nevýhodami 

tohoto modelu jsou naopak všestranná náročnost (časová, personální, finanční atd.) 

a rychlý pokles funkčních aktivit (Kučera O., et al., 2006;Rodriguez-Garay, 2003).  

4.3. Metody in vivo 

Pro studium vlivu cholestázy na metabolizmus a exkreci léčiv se ve farmakologii 

pouţívají zvířecí modely. Ačkoli je vzorec exprese transportních proteinů podobný u zvířat 
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a lidí, nelze nalézt "univerzální" zvířecí model, který by plně simuloval podmínky lidského 

organizmu. Mezi zvířata pouţívaná pro výzkum cholestázy patří malí laboratorní hlodavci 

– potkan a myš.  

4.3.1. Extrahepatální cholestáza 

Pro studium extrahepatální (obstrukční) cholestázy se v současnosti pouţívá model 

podvazu žlučovodu u experimentálních zvířat (potkan, myš). Extrahepatální cholestáza 

vede k částečné nebo úplné zástavě toku ţluče v důsledku obstrukce ţlučových cest. 

V rychlém sledu dochází k náhlé, výrazné kumulaci toxických látek (zejména ţlučových 

kyselin) a k rozvoji spontánní anticholestatické obranné reakce. Na bazolaterální 

membráně hepatocytů dochází k down-regulaci (sníţení exprese) transportérů pro ţlučové 

kyseliny (Ntcp, Oatp1a1, Oatp1a4 a Oatp1b2), která vede ke sníţení vstupu látek do buněk 

(Lee and Boyer, 2000). Následně klesá exprese kanalikulárních efluxních transportérů 

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

bazolaterálních proteinů (především Mrp3 a Mrp4) umoţňujících zpětný transport látek 

z hepatocytů do krve a jejich zvýšenou exkreci prostřednictvím up-regulovaných („up-

regulace“ – zvýšená exprese) transportérů (Mrp2 a Mrp3) v ledvinných tubulech (Donner 

and Keppler, 2001;Soroka, et al., 2001;Tanaka, et al., 2002). Náhlý vzestup intrabiliárního 

tlaku výrazně narušuje hematobiliární bariéru, coţ vede ke ztrátě osmotické hnací síly 

v důsledku refluxu osmoticky aktivních látek do intersticia (Tomsik, et al., 2007). Proto je 

také změna permeability bariéry nejvíce patrná u tohoto modelu cholestázy v porovnání 

s modely intrahepatální cholestázy (aplikace ethinylestradiolu, sepse atd.), kdy není tak 

výrazně ovliněn paracelulární transport látek (Rodriguez-Garay, 2003). Mezi základní 

molekuly zapojené do regulace exprese transportních proteinů patří nukleární receptory 

(transkripční faktory), na které se v průběhu cholestázy váţou zadrţované biliární látky 

(např. ţlučové kyseliny) (Donner, et al., 2007;Fernandez-Martinez, et al., 2006;Liu, et al., 

2001;Plebani, et al., 1999). Klíčovým receptorem spontánní anticholestatické obranné 

reakce je FXR („Farnesoid X receptor“), který je zodpovědný za regulaci všech enzymů a 

transportních proteinů zapojených do homeostázy ţlučových kyselin. Tyto látky tvoří 

logicky jeho základní fyziologické ligandy a jejich kumulace v těle vede prostřednictvím 

FXR ke sníţení jejich syntézy a urychlení močové exkrece (Fiorucci, et al., 2007). Dalšími 

nukleárními receptory, jejichţ ovlivnění je spojeno s indukcí genů zapojených do 

detoxikace a transportu bilirubinu a ţlučových kyselin, jsou PXR („Pregnane X receptor“) 

a CAR („Constitutive androstane receptor“), jejichţ ligandy jsou xenobiotika (Pávek P., et 
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al., 2005). 

4.3.2. Intrahepatální cholestáza 

Pro simulaci intrahepatální cholestázy se v preklinických studiích vyuţívá 

nejčastěji model aplikace endotoxinu nebo ethinylestradiolu či jiných léčiv potkanům. 

Současně narůstá význam zvířat s přirozeným nebo navozeným deficitem jednoho 

z transportérů. Pro indukci endotoxémie se pouţívá lipopolysacharid (LPS) izolovaný ze 

Salmonella Typhimurium nebo Escherichia coli. Cholestáza navozená aplikací LPS vede 

k podobným změnám exprese transportních proteinů v játrech jako extrahepatální 

cholestáza. Tyto změny jsou zprostředkovány pravděpodobně 1) prozánětlivými cytokiny 

jako TNF-α („Tumor necrosis factor α“), IL-1β (interleukin 1β) a IL-6 (interleukin 6) 

produkovanými Kupfferovými buňkami, 2) oxidem dusnatým, který produkují hepatocyty 

a Kupfferovy buňky jako následek LPS zprostředované aktivace NF-κB („Nuclear factor 

κB“) (Aoki, et al., 2008). Hepatocyty reagují na zvýšenou produkci prozánětlivých 

cytokinů změnou genové exprese především na transkripční úrovni (Roma, et al., 2008a).  

Další moţností, jak navodit intrahepatální cholestázu u potkanů, je aplikace 

ethinylestradiolu. V tomto případě dochází k poškození toku ţluče a změnám exprese 

transportních proteinů na kanalikulární i bazolaterální membráně hepatocytu a následně 

ke sníţení biliární exkrece ţlučových kyselin, bilirubinu a xenobiotik včetně léčiv. Změny 

exprese transportních proteinů u tohoto modelu jsou srovnatelné se změnami 

pozorovanými u cholestázy navozené podáním LPS. Efekt ethinylestradiolu se připisuje 

endogennímu estrogenovému metabolitu estradiol-17β-D-glukuronidu, který způsobuje 

sníţení toku ţluče a sekrece ţlučových kyselin u potkanů. Ethinylestradiol a jeho metabolit 

estradiol-17β-D-glukuronid vedou současně ke zvýšení permeability hematobiliární 

bariéry, coţ má za následek paracelulární návrat ţlučových kyselin do krve (Rodriguez-

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

Mezi další léčiva, která vedou k navození cholestázy, patří např. cyklosporin A, 

rifampicin, rifamycin, glibenklamid a troglitazon. Tyto látky inhibují transport 

zprostředkovaný Bsep proteinem (Fattinger, et al., 2000;Funk, et al., 2001). Současně byla 

prokázána inhibice exprese Oatp1a1 a Oatp1a4 zprostředkovaná rifampicinem 

a rifamycinem (Fattinger, et al., 2000). Cyklosporin A současně inhibuje také expresi Mrp2 

transportéru. Bsep a Mrp2 pravděpodobně hrají klíčovou roli v patogenezi cholestázy 

navozené léčivy (Bohan and Boyer, 2002).  

Mezi široce pouţívané modely intrahepatální cholestázy patří zvířata s přirozeným 
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nebo získaným deficitem konkrétného transportéru. Nějčastěji jsou pouţívány dva potkaní 

kmeny s kongenitální hyperbilirubinémii v důsledku absence Mrp2 transportéru. U kmene 

Wistar se jedná o Groningen ţluté/transport deficitní (GY/TR-) potkany, u kmene Sprague-

Dawley jsou označovaní jako Eisai hyperbilirubinemičtí (EHBR) potkani. Podobným 

modelem cholestázy je potkaní kmen Gunn s přirozenou nekonjugovanou 

hyperbilirubinemií a vrozenou deficiencí UGT1A1 (UDP-glukuronosyltransferáza 1A1), 

enzymu konjugujícího bilirubin v játrech (Buchler, et al., 1996;Cuperus, et al., 2009;Fuksa 

L, et al., 2006). Pro vysvětlení mechanismů exkrece endogenních látek a xenobiotik a pro 

popis funkcí transportních systémů během cholestázy se vyuţívají také myší modely 

s cílenou inaktivací („knockout“) určitého genu, např. Mdr1a, dvojitě knockoutovaných 

myší, např. Mdr1a/Mdr1b-/-, nebo trojitě knockoutovaných myší, např. Bcrp1-/-

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

4.3.3. Farmakokinetická analýza  

Pro hodnocení farmakokinetiky léčiv in vivo se u modelů cholestázy pouţívají dva 

non-kompartmentové přístupy. První je zaloţený na kontinuálním podávání léčiva pro 

dosaţení ustáleného stavu plazmatických koncentrací, druhý vychází z jednorázového 

podání léčiva a následného dostatečně dlouhého sledování plazmatických koncentrací pro 

získání jejich, co nejkompletnějšího, profilu (včetně eliminační fáze). Biliární eliminace se 

počítá z hodnot naměřených v nasbíraných vzorcích ţluče. 

Farmakokinetické parametry léčiva po dosaţení jeho ustálených plazmatických 

koncentrací nabízí výhodu kratšího trvání experimentu, kdy za pomocí vhodně zvolené 

nárazové dávky a následné kontinuální nitroţilní infuze lze navodit tuto situaci do několika 

desítek minut od zahájení podávání. Pro výpočet jednotlivých parametrů se pak pouţívají 

následující rovnice:  

ŽŽ
xCXBE   

MM xCXRE   

 

kde BE je biliární exkrece léčiva, XŢ tok ţluče, CŢ koncentrace léčiva ve ţluči; RE je 

renální exkrece léčiva, XM tok moče a CM koncentrace léčiva v moči, 

 

ssCRCL /
 

ssB CBECL /
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ssR CRECL /  

 

kde CL je celková clearance, R rychlost infúze, Css koncentrace léčiva v ustáleném stavu,  

CLB biliární clearance, BE biliární exkrece, CLR renální clearance a RE renální exkrece. 

Podíl glomerulární filtrace (GF) na CLR je pak vyjádřen pomocí stanovení 

clearance kreatininu (CLKR) : 

KR

MM
KR

C

xCX
CL   

 

kde CLKR je clearance kreatininu, XM tok moče, CM koncentrace kreatininu v moči a CKR 

koncentrace kreatininu v plazmě. 

Farmakokinetické parametry léčiva po jednorázovém podání vychází z komplexní 

analýzy časového průběhu plazmatických koncentrací léčiva. Iniciálně se z křivky určuje 

nejvyšší naměřená plazmatická koncentrace látky (Cmax) a příslušná doba dosaţení této 

koncentrace (Tmax). Analýza terminální fáze časové křivky umoţní odečíst eliminační 

konstantu (kel), která představuje směrnici této křivky. Z ní je pak počítán biologický 

poločas eliminace (t1/2) jako podíl ln2 a kel. Následně je počítána plocha pod křivkou 

plazmatických koncentrací (AUC0-) jako součet AUC0-Tposlední určené logaritmicko-

lineárním lichoběţníkovým pravidlem mezi časem 0 (podání léčiva) a časem poslední 

měřené koncentrace (Tposlední) a AUC extrapolované do nekonečna (AUC Tposlední-), která 

se určuje jako podíl poslední měřené koncentrace dělené kel. Celková clearance (CLTot) se 

určuje vztahem: 

 0/ AUCdávkaCLTot  

 

Paralelně je počítán zdánlivý distribuční objem (Vdz): 

 

elTotz kCLVd /  

 

Distribuční objem pro koncentraci v ustáleném stavu (Vdss) je získáván vztahem: 

 




Tposlední

Totss
AUC

AUMC
xCLVd  

 

kde AUMC je momentová plocha pod křivkou.  

Biliární (CLBil) clearance lze při tomto způsobu hodnocení stanovit pomocí vztahu: 
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TposledníBB AUCMCL  0/   

 

kde MB je mnoţství léčiva vyloučené do ţluči během sledovaného období. Výhodou tohoto 

přístupu je vyšší citlivost modelu na potenciální změny a komplexnější informace 

o kinetice (např. distribuční objem), zatímco nevýhodou je nutnost dostatečně dlouhého 

sledování pro získání co nejkompletnějšího profilu koncentrací v čase.  
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Cíle dizertační práce: 

Hlavním cílem předkládané práce bylo studium vlivu cholestatického poškození 

jater na eliminaci a transport léčiv.  

 

1. Studium cholestázou navozených změn v biliární a renální exkreci léčiv, které jsou 

substráty transportních proteinů odpovědných za jejich exkreci do ţluče a moče 

u potkana. 

 

2. Studium exprese a funkce lékových transportních proteinů v játrech a ledvinách 

během cholestázy navozené u potkana. 

 

3. Studium funkce hematobiliární bariéry („tight-junctions“) jako důleţitého prvku 

pro tvorbu ţluče během obstrukční cholestázy u potkana pomocí 

rhamnózo/melibiózového permeabilitního testu. 
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I. Micuda S, Brcakova E, Fuksa L, Cermanova J, Osterreicher J, Hroch M, Mokry 

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

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

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

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

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

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

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

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

(v tisku) 

U článku III je předkladatelka této dizertační práce první autorkou, v případě 

článků I a II spoluautorkou. 

V práci I se autorka podílela na in vivo experimentech, které zahrnovaly chirurgické 

operace, odběry vzorků, jejich zpracování a analýzu. Pomocí zavedené metody Western 

blot analyzovala expresi P-glykoproteinu v játrech a ledvinách.  

Ve studii II se autorka podílela na in vivo experimentech ve stejné šíři jako 

u předešle uvedené práce. 

Ve studii III autorka koordinovala všechny experimenty, podílela se na in vivo 

studii a analyzovala expresi transportérů na úrovni mRNA a proteinu metodou qRT-PCR 

a Western blot.  

Autorka dizetrace sepsala rukopis práce III. Ve studii I a II se podílela na sepsání 

částí týkajících se in vivo metod a úpravách textů, ve studii I dále na sepsání částí 

týkajících se metody Western blot.  

HPLC analýzu rhodaminu 123 a metotrexátu ve vzorcích plazmy, moče a ţluče 

prováděl Ing. Miloš Hroch z Ústavu farmakologie LF HK UK. 

HPLC analýzu melibiózy a rhamnózy v plazmě, moči a ţluči prováděl Ing. Luděk 

Šišpera, CSc. z Ústavu lékařské biochemie LF HK UK. 

Imunohistochemickou analýzu prováděl prof. MUDr. Jaroslav Mokrý, Ph.D. 

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

Österreicher, Ph.D. z Katedry radiobiologie, Fakulty vojenského zdravotnictví v Hradci 
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Komentář k článku 

Extrahepatální (obstrukční) cholestáza vzniká v důsledku biliární obstrukce, která 

vede k jaterní a systémové kumulaci potenciálně toxických látek (ţlučové kyseliny, 

bilirubin), coţ v konečném důsledku způsobuje poškození jater a ţloutenku. Spontánní 

anticholestatická odpověď hepatocytů zahrnuje sníţení exprese bazolaterálních 

transportních proteinů (např. Ntcp, Oatp1a1, Oatp1b2) a kanalikulárních efluxních 

transportérů (např. Mrp2, Bsep) společně s adaptačním zvýšením exprese bazolaterálních 

transportním systémů (např. Mrp3–6). Následně dochází ke zvýšené expresi renálních 

transportérů pro vychytávání a exkreci látek v primárních proximálních tubulech. Všechny 

tyto změny vedou ke zmírnění kumulace ţlučových kyselin a bilirubinu v organizmu.  

P-glykoprotein (P-gp), kódovaný MDR1 genem u lidí a Mdr1a/Mdr1b geny 

u hlodavců, je na dodávce ATP závislý efluxní transportér lokalizovaný na apikální 

membráně např. hepatocytů, střeva, ledvin, mozku, kde zprostředkovává přenos 

hydrofobních léčiv, jako jsou některé cytostatika, imunosupresiva, steroidní hormony nebo 

blokátory kalciových kanálů. Cholestáza vede ke zvýšení exprese P-gp v hepatocytech, coţ 

by mohlo mít za následek změnu farmakokinetiky léčiv, které jsou substráty tohoto 

transportéru. Ačkoli je cholestázou navozena změna exprese P-gp dobře popsaná, není 

zcela objasněno, jestli má tato změna také vliv na jeho funkci. Proto cílem studie bylo in 

vivo hodnocení biliární a renální exkrece rhodaminu 123, substrátu P-glykoproteinu během 

akutní a chronické cholestázy u potkanů.  

Akutní cholestáza byla navozena podvazem ţlučovodu v trvání jednoho dne 

a chronická cholestáza navozena podvazem ţlučovodu v trvání sedmi dnů. Poté byl 

obnoven tok ţluče a po dosaţení koncentrace v ustáleném stavu rhodaminu 123 byly 

zahájany sběry ţluče i moče. Exprese P-gp v játrech a ledvinách byla hodnocena metodou 

Western blot a kvantitativní imunohistochemií. 

V játrech byla pozorována zvýšená exprese P-gp u akutní i chronické obstrukční 

cholestázy. Periportální lokalizace P-gp se rozšířila také do pericentrální zóny. V ledvinách 

byla imunohistochemicky prokázána zvýšená exprese P-gp u akutní cholestázy, která 

klesla po sedmi dnech podvazu ţlučovodu. Změny biliární a renální clearance rhodaminu 

123 neodpovídaly nicméně změnám exprese P-gp. Zatímco biliární clearance byla sníţena 

u akutní cholestázy a zachována u chronické cholestázy, renální clearance byla u akutní 

cholestázy zachována a klesala po sedmi dnech podvazu ţlučovodu. Z výsledků studie 

vyplývá, ţe extrahepatální cholestáza způsobuje časově závislé změny eliminace 
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rhodaminu 123, které neodpovídají plně změnám exprese P-gp v játrech a ledvinách. 

Závěrem lze konstatovat, ţe data z této studie přispívají k vysvětlení, proč je během akutní 

cholestázy často poškozena eliminace substrátů P-glykoproteinu. 

 

Článku byla udělena první cena v soutěţi o nejlepší práci v kategorii 

Experimentální farmakologie za rok 2008 Českou spoločností pro experimentální 

a klinickou farmakologii a toxikologii České lékařské společnosti J. E. Purkyně. 
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IN BILE OF RATS WITH ACUTE 

CHOLESTASIS 

Tomsik P, Sispera L, Rezacova M, Niang M, Stoklasova A, Cerman J, Knizek J, Brcakova 
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with acute cholestasis. J Gastroenterol Hepatol 23:1934-1940. 
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Komentář k článku 

Jedním z mechanizmů, který významně ovlivňuje tvorbu ţluče a pohyb látek mezi 

krví a ţlučí, je tzv. hematobiliární bariéra. Je tvořena intercelulárními kontakty typu „tight-

junctions“ a „gap-junctions“. Zatímco „gap-junctions“ slouţí k výměně látek mezi 

buňkami charakteru intercelulární signalizace, „tight-junctions“ tvoří právě tu bariéru mezi 

krví a ţlučí, jejíţ kvalita spolu s transportními procesy v hepatocytech řídí tvorbu ţluče. 

Zajímavostí je, ţe oba mechanizmy jsou v naprosté většině případů studovány odděleně. Je 

velmi dobře prokázáno, ţe těsné spoje regulují pohyb iontů, vody a rozpuštěných látek 

paracelulárními prostory mezi hepatocyty, a proto při jakémkoli transportu léčiv do ţluče 

je nutno současně uváţit i funkčnost dané bariéry. Zejména u obstrukční cholestázy bylo 

prokázáno, ţe kvalita bariéry je výrazně porušena a dochází ke zvýšenému pohybu látek 

mezi ţlučí a krví. Podobně jako u transportérů jsou sice detailně popsány změny exprese 

proteinů bariéry (okludin, cladiny, ZO-1 atd.), informací z funkčních testů je málo. Ve 

většině prací byla pouţita křenová peroxidáza jako indikátor funkce hematobiliární bariéry, 

následně se však ukázalo, ţe tato látka má při průchodu do ţluče významnou intracelulární 

komponentu. Cílem studie bylo zavést spolehlivý test permeability za pouţití melibiózy 

(disacharid) a rhamnózy (monosacharid). Toto pouţití vycházelo z širokých znalostí 

testování permeability střevní sliznice zaloţené na skutečnosti, ţe monosacharid prochází 

volně transcelulárně, zatímco disacharidy paracelulárně.  

Akutní obstrukční cholestáza byla navozena podvazem ţlučovodu v trvaní jednoho 

dne. Po uplynulé době byla provedena 4hod in vivo kinetická studie s iniciální intravenózní 

aplikací melibiózy a rhamnózy, kaţdá v dávce 100 mg/kg.  

U intaktních potkanů představovala biliární exkrece melibiózy a rhamnózy 

v porovnání s jejich renální exkrecí (71 % a 62 %) pouze minoritní podíl z podané dávky 

(0,06 % a 0,4 %). Cholestáza vedla ke zvýšení exkrece obou cukrů do ţluče a současně se 

zvýšil poměr melibióza/rhamnóza ve ţluči, coţ představuje významný indikátor 

paracelulární permeability. Renální clearance melibiózy ani poměr renální exkrece 

melibióza/rhamnóza nebyl cholestázou ovlivněn.  

Z výsledků studie vyplývá, ţe melibiózo-rhamnózový permeabilitní test je vhodný 

pro detekci a hodnocení cholestázou indukovaného poškození hematobiliární bariéry.  
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ALTERATION OF METHOTREXATE BILIARY 

AND RENAL ELIMINATION DURING 

EXTRAHEPATIC AND INTRAHEPATIC 

CHOLESTASIS IN RATS 

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

Staud F and Micuda S (2009) Alteration of methotrexate biliary and renal elimination 

during extrahepatic and intrahepatic cholestasis in rats. Biol Pharm Bull 32 (v tisku). 
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Komentář k článku 

Cholestáza je porucha toku ţluči, následkem které můţe dojít k poškození 

transportu látek v hepatocytech a intrahepatálních ţlučovodech (intrahepatální cholestáza) 

nebo k blokádě ţlučovodů (extrahepatální cholestáza). Dochází k jaterní a systémové 

kumulaci potenciálně toxických látek, jako jsou ţlučové kyseliny a bilirubin. Ve snaze 

kompenzovat vzniklou situaci se v hepatocytech aktivují spontánní anticholestatické 

mechanizmy. Zahrnují sníţení exprese bazolaterálních transportérů pro vychytávání látek 

do hepatocytů (Ntcp, Oatp1a1, Oatp1a4, Oatp1b2) a kanalikulárních efluxních proteinů 

(Mrp2, Bcrp) společně s indukcí bazolaterálních efluxních transportérů (Mrp3–6, Ostα/β). 

Během extrahepatální cholestázy dochází následně ke zvýšení exprese kanalikulárních 

efluxních proteinů v ledvinách (Mrp2), coţ podporuje exkreci toxických látek do moči. 

Během cholestázy navozené podáním LPS (lipopolysacharidu) dochází k podobným 

změnám v expresi transportních proteinů jako při extrahepatální cholestáze. Tyto změny 

jsou vyvolány zvýšenou produkcí prozánětlivých cytokinů TNF-α, IL-1β a IL-6 

v Kupfferových buňkách a produkcí oxidu dusnatého Kupfferovými buňkami 

a hepatocyty. Hepatocyty reagují na produkci cytokinů změnou genové exprese především 

na transkripční úrovni.  

Metotrexát je klinicky významné cytostatikum a imunosupresivum, které jiţ bylo 

recentně pouţito pro terapii primární biliární cirhózy. Eliminace metotrexátu je významně 

ovlivněna aktivitou transportních systémů (Oatp1a1, Oatp1a4, Oatp1b2, Mrp2–4 a Bcrp), 

která je během cholestázy změněna. Farmakodynamika a toxicita metotrexátu je závislá na 

jeho plazmatické koncentraci a následně přímo spojena s jeho eliminací v játrech 

a ledvinách. Cílem studie bylo detailně popsat změny farmakokinetiky metotrexátu během 

extrahepatální a intrahepatální cholestázy.  

In vivo studie byla provedena za pouţití potkaního modelu akutní a chronické 

extrahepatální cholestázy (podvaz ţlučovodu v trvání jednoho a sedmi dnů) 

a intrahepatální cholestázy (aplikace lipopolysacharidu izolovaného ze Salmonella 

Typhimurium). Farmakokinetické parametry metotrexátu po dosaţení koncentrace 

v ustáleném stavu byly hodnoceny jeden, resp. sedm dnů po podvazu ţlučovodu a 18 hodin 

po aplikaci lipopolysacharidu.  

Biliární a celková clearance metotrexátu byla sníţená u obou modelů cholestázy. 

Naproti tomu extrahepatální cholestáza neovlivnila renální clearance léčiva, ale 

intrahepatální cholestáza vedla k jejímu sníţení. Biochemická analýza séra a exprese 
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hlavních transportérů odpovědných za transport metotrexátu potvrdily cholestázou 

navozené změny v játrech a částečně objasnily změny farmakokinetických parametrů 

metotrexátu. 

Tato studie poprvé popisuje významné změny ve farmakokinetice metotrexátu 

během obstrukční a intrahepatální cholestázy. I přes fakt, ţe některé změny exprese 

transportních proteinů korelují se změnami farmakokinetiky, nesrovnalosti v charakteru 

příslušných kinetických výsledků a dat ze studií exprese naznačují důleţitost kinetických 

studií pro určení finálního efektu cholestázy na eliminaci léčiva. 
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Játra jsou ţivotně důleţitým orgánem zajišťujícím řadu homeostatických funkcí. 

Stěţejní úloha jater je při tvorbě a sekreci ţluči, vychytávání, detoxikaci a vylučování 

endogenních látek a xenobiotik.  

Tvorba ţluče je důleţitá jak pro absorpci lipidů ve střevě, tak pro vylučování 

různých endogenních látek a xenobiotik (např. ţlučové kyseliny, bilirubin, cholesterol, 

fosfolipidy a léčiva). Tato funkce je výrazně porušena během extrahepatální 

a intrahepatální cholestázy, tj. stavu charakterizovaném částečnou nebo úplnou zástavou 

toku ţluče. Dochází k jaterní a následně i k systémové kumulaci toxických látek typu 

ţlučových kyselin a bilirubinu, které mohou v závislosti na intenzitě a době trvání 

cholestázy podmínit váţné poškození organizmu. Ve snaze kompenzovat vzniklou situaci 

se aktivují tzv. spontánní anticholestatické obranné mechanizmy, jejichţ účelem je zmírnit 

stav pomocí alespoň částečného přesměrování exkrece daných látek z jater do ledvin. 

Podstatou tohoto procesu je změna exprese, lokalizace a funkce odpovědných 

transportních proteinů v játrech a ledvinách. Druhým mechanizmem, který významně 

ovlivňuje tvorbu ţluče a pohyb látek mezi krví a ţlučí, je tzv. hematobiliární bariéra 

tvořená intercelulárními kontakty typu „tight-junctions“ (těsné spoje) a „gap-junctions“. 

Zatímco „gap-junctions“ slouţí k výměně látek mezi buňkami, „tight-junctions“ tvoří 

právě tu bariéru mezi krví a ţlučí, jejíţ kvalita spolu s transportními procesy na 

hepatocytech řídí tvorbu ţluče. Je prokázáno, ţe těsné spoje regulují pohyb iontů, vody 

a rozpuštěných látek paracelulárními prostory mezi hepatocyty. 

V rámci této dizertační práce byly studovány oba mechanizmy odpovědné za 

tvorbu a sekreci ţluče – transportní proteiny a hematobiliární bariéra. Dále byly studovány 

akutní a chronickou obstrukční cholestázou navozené změny exprese transportérů 

a integrity hematobiliární bariéry a změny farmakokinetiky léčiv, které jsou substráty pro 

vybrané transportní proteiny. V první studii jsme se zaměřili na sledovaní změn biliární 

a renální exkrece rhodaminu 123, substrátu P-glykoproteinu (P-gp), u potkanů s akutní 

a chronickou obstrukční cholestázou navozenou podvazem ţlučovodu v trvání jednoho 

a sedmi dnů. Jiţ v mnoha studiích byla potvrzena zvýšená exprese P-gp na úrovni mRNA i 

proteinu během obstrukční cholestázy. Jde prakticky o jediný známý kanalikulární efluxní 

transportér, jehoţ exprese je během tohoto patologického stavu indukovaná. Jedním 

z moţných vysvětlení je pokles koncentrace jeho substrátů v hepatocytech a následně i na 

kanalikulární membráně v důsledku sníţené exprese bazolaterálních „Organic cation 

transporter 1“ (Oct1) a „Organic anion transporting polypeptide 1a4“ (Oatp1a4) 

transportérů pro vychytávání látek z krve. Tento fakt by mohl i částečně vysvětlit 
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nesrovnalost mezi zvýšenou expresí P-gp a nezměněnou, resp. sníţenou biliární exkrecí 

rhodaminu 123. Porovnáním renální a biliární exkrece bylo zjištěno, ţe rhodamin 123 je 

vylučován především ledvinami, zatímco játra přispívají k jeho exkreci do ţluče jenom 

z 23 %. Pozorovaná sníţená produkce ţluči a biliární exkrece rhodaminu 123 během akutní 

cholestázy a zachovaná exkrece do ţluče během chronické cholestázy je v rozporu se 

zvýšenou expresí P-gp v játrech. Částečně lze tento fakt vysvětlit na základě fyzikálně-

chemických vlastností léčiva. Jedná se o flourescenční barvivo, které za fyziologického pH 

nese kladný náboj. Navzdory předpokladu, ţe rhodamin 123 vstupuje do hepatocytu 

pasivní difúzí, je nutno, vzhledem k jeho částečné rozpustnosti ve vodě, také počítat 

s příspěvkem aktivního transportu přes bazolaterální membránu hepatocytu 

zprostředkovaného Oct1 transportérem. Dalším vysvětlením zvýšené exprese P-gp během 

cholestázy je zvýšená kumulace lipofilních endogenních i exogenních látek, které 

prostupují bazolaterální membránou hepatocytů především pasivní difúzí a následně 

aktivují nukleární faktory (CAR, PXR), které regulují expresi P-gp. Rhodamin 123 je 

aktivně vylučován do moče prostřednictvím P-gp a změny v expresi tohoto transportéru 

jsou doprovázeny změnami v renální tubulární sekreční clearance jeho substrátů. Během 

akutní cholestázy byla tubulární sekreční clearance rhodaminu 123 a exprese P-gp 

zachována, coţ bylo vysvětleno jiţ dříve prokázaným nefroprotektivním efektem cytokinů. 

Sníţenou renální exkreci a clearance rhodaminu 123 během chronické cholestázy lze 

vysvětlit sníţenou expresí P-gp. V této studii pouţitý model extrahepatální cholestázy 

s obnoveným tokem ţluči poskytuje moţnost studia funkčních následků cholestázy pro 

farmakokinetiku a farmakodynamiku endogenních látek i xenobiotik. 

Druhá práce se zabývá sledováním změn permeability hematobiliární bariéry za 

pouţití rhamnózo/melibiózového permeabilitního testu během akutní obstrukční cholestázy 

navozené u potkanů podvazem ţlučovodu v trvání jednoho dne. Biliární exkrece obou 

cukrů byla zvýšená během prvních 60 minut experimentu (z celkových 240 minut) po 

jejich i.v. aplikaci. V případě kumulativní biliární exkrece byl poměr rhamnóza/melibióza 

zvýšený během celého experimentu. Biliární exkrece byla v porovnání s renální eliminací 

obou cukrů zanedbatelná. V případě i.v. aplikace rhamnózy probíhá exkrece především 

ledvinami s 65% podílem u potkanů a 74% podílem u lidí. Předpokládá se, ţe zbytek 

aplikované dávky rhamnózy je metabolizován na rozdíl od melibiózy, která metabolizmu 

nepodléhá. V naší studii činila exkrece rhamnózy 62 % z podané dávky a exkrece 

melibiózy 71 % z podané dávky s vysoce převaţujícím podílem renální exkrece. U obou 

cukrů nebyla exkrece do moče ovlivněna akutní cholestázou. Z poměru koncentrace 
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plazma/ţluč rhamnózy vyplývá, ţe rhamnóza prochází hepatocyty podobně jako enterocyty 

prostřednictvím pasivní difúze a ţe se rychle vyrovnávají její koncentrace mezi plazmou 

a nově vytvořenou ţlučí. Z výsledků studie vyplývá, ţe námi zvolený permeabilitní test je 

vhodný pro studium změny integrity hematobiliární bariéry během akutní cholestázy 

u potkanů. Tento test prokázal, ţe hematobiliární bariéra je více propustná během akutní 

cholestázy a toto poškození lze spolehlivě měřit během prvních 60 minut po podání obou 

cukrů. 

Ve třetí studii jsme se zaměřili na sledování změn farmakokinetiky metotrexátu 

(MTX) za pouţití in vivo modelu extrahepatální (podvaz ţlučovodu v trvání jednoho 

a sedmi dnů) a intrahepatální cholestázy (aplikace lipopolysacharidu, LPS) u potkanů 

společně se sledováním změn exprese základních transportérů pro MTX na úrovni mRNA 

i proteinu. Paralelně byla hodnocena kinetika konjugovaného bilirubinu, endogenního 

substrátu Mrp2, která se běţně pouţívá pro posouzení závaţnosti cholestázy. U lidí je 

biliární exkrece odpovědná za eliminaci 10–30 % z aplikované dávky MTX. Příspěvek 

transportních proteinů v játrech na exkreci MTX se však zdá být značně vyšší, jelikoţ 

poměr biliární/renální exkrece je 0,94, coţ naznačuje významnou enterohepatální cirkulaci 

a aktivní reabsorpci léčiva z gastrointenstinálního traktu. Některé kinetické studie 

naznačují, ţe biliární exkrece léčiv je během extrahepatální cholestázy poškozena. Také 

v této studii byla biliární exkrece a biliární clearance MTX během extrahepatální 

cholestázy sníţena, coţ vedlo k významnému poklesu jeho systémové clearance. 

V porovnání s extrahepatální cholestázou nebyl pokles biliární clerance u intrahepatální 

cholestázy tak výrazný. Změna exprese transportérů pro MTX v játrech částečně odpovídá 

změnám biliární eliminace léčiva. Konkrétně se jedná o tyto transportéry: (1) pro import 

MTX do hepatocytů – „Organic anion transporting polypeptide 1a1, 1a4 a 1b2“  (Oatp1a1, 

Oatp1a4 a Oatp1b2); (2) pro exkreci MTX do ţluče – „Multidrug resistance-associated 

protein 2“ (Mrp2) a „Breast cancer resistance protein“ (Bcrp); (3) pro exkreci MTX 

z hepatocytů zpět do plazmy - „Multidrug resistance-associated protein 3 a 4“ (Mrp3 a 

Mrp4). Změny exprese transportérů na úrovni proteinu korelují se změnami na úrovni 

mRNA, coţ svědčí pro transkripční regulaci jejich exprese během extrahepatální 

cholestázy. Aplikace LPS vedla ke změnám exprese transportérů většinou na úrovni 

mRNA. Pouze Oatp1b2 a Mrp3 byly ovlivněny na úrovni proteinu. Ačkoli vedla 

obstrukční cholestáza ke zvýšení renální exkrece MTX, renální clearance léčiva byla 

zvýšená nesignifikantně. To dokazuje, ţe zvýšená exprese renálních efluxních transportérů 

(např. Mrp2) není schopna kompenzovat systémovou kumulaci látek typu organických 
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aniontů během extrahepatální cholestázy. Na druhou stranu můţe indukce Mrp2 chránit 

buňky proximálních tubulů před kumulací MTX, a tak přispívat k nefroprotektivnímu 

efektu akutní cholestázy. Zvýšená exprese bazolaterálního efluxního transportéru Mrp3 

v ledvinách můţe podpořit tento efekt. Naproti tomu intrahepatální cholestáza vedla ke 

sníţené expresi Mrp2 a Mrp3 v ledvinách. Navíc byla za tohoto patologického stavu 

pozorována sníţená glomerulární filtrace. Proto by mohlo být významné sníţení renální 

clearance MTX připisováno nejen změně exprese transportérů, ale především sníţené 

perfuzi ledvin. Předpokládaným původcem tohoto stavu je produkce cytokinů navozená 

aplikací LPS v ledvinách. V závěru lze konstatovat, ţe změny farmakokinetiky MTX a 

odpovídající změny exprese transportérů ukazují na významné odlišnosti dvou široce 

pouţívaných modelů cholestázy.  
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 The liver is a unique organ with a number of vital functions. Pivotal one is its 

participation on bile formation and secretion, import, detoxification and excretion of 

endogenous substances and xenobiotics.  

Bile formation is essential for both absorption of lipids in intestine and excretion of 

various endogenous compounds and xenobiotics (e.g. bile acids, bilirubin, cholesterol, 

phospholipids and drugs). This function is markedly impaired during extrahepatic and 

intrahepatic cholestasis with partial or complete stoppage of bile flow. Consequently, 

hepatic and further systemic accumulation of toxic biliary constituents, such as bile acids 

and bilirubin, occurs. In an effort to compensate this situation, spontaneous anti-cholestatic 

mechanisms are activated, which provide alternative excretory routes for toxic 

accumulating compounds (e.g. renal elimination of bile acids and xenobiotics into urine). 

These mechanisms include changes in the expression, localization and function of 

respective transporters in liver and kidneys. Another mechanism with a significant impact 

on bile formation and transport of compounds between bile and blood is blood-biliary 

barrier formed by connection of hepatocytes by „tight-junctions“ and „gap-junctions“. 

While „gap-junctions“ exchange substances among cells, „tight-junctions“ represent the 

real blood-biliary barrier and are, together with transporters, necessary for the bile 

formation. „Tight-junctions“ regulate transport of water, solutes and ions through the 

paracellular spaces of hepatocytes.  

 In this work both mechanisms responsible for bile formation and secretion – 

transporters and blood-biliary barrier – were studied. Furthermore, acute and chronic 

cholestasis induced changes in transporter expression and integrity of blood-biliary barrier 

were evaluated. In addition, changes in pharmacokinetics of drugs, acting as substrates of 

selected transporters, were examined, too. In the first study, we focused on the evaluation 

of biliary and renal excretion of rhodamine 123, a substrate of P-glycoprotein (P-gp), 

during acute and chronic extrahepatic cholestasis in rats induced by 1 and 7 days lasting 

bile duct obstruction. Recently, many studies have confirmed increased expression of P-gp 

at both mRNA and protein level during obstructive cholestasis. P-gp is the only efflux 

transporter expressed at the canalicular membrane of hepatocytes with increased 

expression during cholestasis. One of the explanations is a decline in its substrate 

concentration in hepatocytes due to down-regulation of basolateral uptake transporters – 

“Organic cation transporter 1“ (Oct1) and “Organic anion transporting polypeptide 1a4“ 

(Oatp1a4). This fact could partially explain the disagreement between increased expression 

of P-gp protein and unchanged or even decreased biliary excretion of rhodamine123.  
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Comparison of rhodamine 123 renal and hepatic excretion showed that this compound is 

eliminated mostly by the kidney with only approximately 23% of the eliminated amount 

being excreted into bile. Decreased bile production and biliary excretion of rhodamine 123 

during acute cholestasis and preserved bile excretion during chronic cholestasis are in 

disagreement with increased P-gp expression in livers. Physicochemical properties of the 

drug could partly explain this fact since rhodamine 123 is a fluorescent dye which exhibits 

a positive charge. Despite the assumption that it enters the cells by passive diffusion, 

partial water solubility at physiological pH eventuated the potential contribution of active 

transport at the basolateral membrane of hepatocytes via Oct1 transporter. Other 

explanation could be increased accumulation of endogenous and exogenous substances 

such as bilirubin and bile acids, which cross the basolateral membrane of hepatocytes 

mostly by passive diffusion and consequently activate nuclear receptors that regulate P-gp 

expression (CAR, PXR). Rhodamine 123 is actively excreted into urine via P-gp and P-gp 

expression changes are accompanied with P-gp-mediated renal tubular secretory clearance 

changes. During acute cholestasis, the net tubular secretion clearance and expression of P-

gp protein were preserved, which complies with the reported nephroprotective effect of 

cytokines released from the liver. Decreased renal excretion and renal clearance of 

rhodamine 123 during chronic cholestasis may be explained by down-regulation of P-gp 

expression. In this study, the employed model of extrahepatic cholestasis with 

reconstituted bile flow offers possibility to investigate functional consequences of 

cholestasis for the pharmacokinetics and pharmacodynamics of endogenous substances and 

xenobiotics. 

 In the second study, we investigated changes in permeability of blood-biliary 

barrier using rhamnose/meliobiose test during acute obstructive cholestasis induced by 

1 day lasting bile duct obstruction. Biliary excretion of both sugars was increased during 

the first 60 min (from total 240 min) after i.v. application of the compounds. Regarding 

cumulative biliary excretion, the melibiose/rhamnose ratio was increased throughout the 

whole experiment. Biliary excretion of both sugars was negligible in comparison with their 

renal elimination. When administered rhamnose intravenously to mammals, it is eliminated 

primarily by the kidneys with 65% and 75% contribution in rats and humans, respectively. 

In comparison to rhamnose, melibiose is not supposed to be metabolised. In this study, 

total excretion of rhamnose and melibiose was 62% and 71%, respectively, with highly 

prevailing urinary excretion. Renal clearance was not influenced by cholestasis. Plasma to 

bile concentration ratios of rhamnose suggested that passive diffusion of this sugar through 



Summary 

 

 

85 

hepatocytes occurs similarly to that of enterocytes and that rhamnose quickly equilibrates 

between plasma and new formed bile. In conclusion, the used dual-sugar permeability test 

is convenient to describe the alteration of the blood-biliary barrier during acute cholestasis 

in rats. This test demonstrated that the blood-biliary barrier becomes leaky during acute 

cholestasis and this impairment could be measured during the first 60 min after 

administration of both sugars. 

 The third study was focused to description of changes in the pharmacokinetics of 

methotrexate (MTX) using the in vivo model of extrahepatic (bile duct obstruction for 

1 and 7 days) and intrahepatic cholestasis (lipopolysaccharide administration, LPS) in rats. 

Simultaneously, we analyzed changes in the expression of main transporters responsible 

for MTX transport at both mRNA and protein level. Moreover, kinetics of conjugated 

bilirubin, an endogenous substrate of Mrp2, was evaluated to qualify the severity of 

cholestasis. In humans, 10–30% of applied dose of MTX is excreted by bile. Nevertheless, 

the contribution of hepatic transporters seems to be higher because the ratio of MTX 

biliary/renal excretion in humans is 0.94. This indicates extensive entero-hepatic cycling 

and active reabsorption of the drug from gastrointestinal tract. Some kinetic studies 

demonstrated that biliary excretion of drugs is impaired during extrahepatic cholestasis. 

This was confirmed in this study as well, when biliary excretion and biliary clearance of 

MTX was decreased and led to significant reduction of its systemic clearance. In 

comparison to obstructive cholestasis, reduction of MTX biliary clearance was less 

intensive during intrahepatic cholestasis. Expression changes of MTX transporters in livers 

partly corresponded to alterations of MTX biliary excretion. MTX transporters include (1) 

for uptake into hepatocytes – “Organic anion transporting polypeptide 1a1, 1a4 and 1b2“ 

(Oatp1a1, Oatp1a4 and Oatp1b2); (2) for efflux into bile – “Multidrug resistance-

associated protein 2“ (Mrp2) and “Breast cancer resistance protein“ (Bcrp); (3) for efflux 

from hepatocytes into plasma – “Multidrug resistance-associated protein 3 and 4“ (Mrp3 

and Mrp4). Protein expression of transporters corresponds with that of mRNA suggesting 

transcriptional regulation of the expression during extrahepatic cholestasis. Administration 

of LPS produced changes in hepatic transporter expression mostly at the mRNA level. 

Only Oatp1b2 and Mrp3 were influenced at the protein level. Although we observed a rise 

in renal excretion of MTX, renal clearance was only slightly increased. This proves that 

increased expression of efflux transporters such as Mrp2 in kidneys cannot compensate 

systemic accumulation of anionic compounds during obstructive cholestatis. On the other 

hand, induction of Mrp2 may protect the kidney proximal tubular cells from the 
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accumulation of MTX during acute cholestasis and thus contribute to nephroprotective 

effect. The increased expression of Mrp3 may make for this effect. Intrahepatic cholestasis 

led to down-regulation of Mrp2 and Mrp3 transporters in kidney proximal tubular cells. In 

addition, glomerular filtration was reduced in LPS-induced cholestasis and the reduction of 

MTX renal clearance may be attributable not only to altered transporter expression but 

especially to reduced kidney perfusion. This effect could be caused by increased cytokine 

production. Changes in MTX pharmacokinetics and respective transporter expression 

alterations suggest important differences between the two widely used cholestatic models. 
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