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Abstrakt

Jan Kolouch

Zména exprese transportnich proteini béhem intrahepatalni cholestazy u potkant
Diplomova préce

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Farmacie

Cil prace:
Cilem diplomové prace bylo ovéfeni cholestatického posSkozeni jater
prostfednictvim biochemické analyzy plazmy a analyzy exprese hlavnich jaternich

transportnich proteinit (Ntcp, Oatplad, Bsep, Mrp2, Mrp3, Mrp4) pro uptake a eflux latek

na urovni mRNA.

Metody:

Potkani kmene Wistar (n = 6, v kazdé skupiné; 280 — 320 g), byli rozdéleni do dvou
skupin: kontrolni skupina (LPS-K) a skupina LPS (lipopolysacharid podany jednorazové
i.p., 4 mg/kg). Vzorky krve a jater byly odebrany 12 hodin po aplikaci LPS. Biochemicka
analyza plazmy byla provedena pomoci Cobas Integra ® 800 a GC/MS. Zmény exprese
transportnich proteinti na trovni mRNA byly hodnoceny qRT-PCR.

Vysledky:

V porovnani s kontrolou byla ve skupiné LPS pozorovana vyznamné zvySena
plazmatickd koncentrace Zlucovych kyselin a zvySena aktivita enzymi ALP a GMT. U
zluCovych kyselin doslo ke zvySeni koncentrace na 818 %, aktivita ALP byla zvySend na
311 % a aktivita GMT na 2167 %. Intrahepatalni cholestaza vedla k vyznamnému poklesu
exprese jaternich transportnich proteind na urovni mRNA — Ntcp na 4,6 %, Oatplad na 2,2
%, Mrp2 na 1,7 % a Bsep na 25 %.

Zavér:
Z vysledki diplomové prace vyplyvd, Ze lipopolysacharidem indukovana

cholestaza je velice tzce spjata s uvedenymi zménami biochemickych parametrt a expresi

mRNA transportnich proteint.



Abstract

Jan Kolouch

Alteration of transport proteins expression during intrahepatic cholestasis in rats
Diploma thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Pharmacy

Background:

The aim of the diploma thesis was the verification of cholestatic liver injury by
biochemical analysis of plasma and analysis of the main efflux and uptake hepatic
transporters (Ntcp, Oatplad, Bsep, Mrp2, Mrp3, Mrp4) at the mRNA level.

Methods:

Wistar rats (n = 6, in each group; 280 — 320 g) were divided into two groups:
Control group (LPS-K) and LPS group (lipopolysaccharide was administred at once i.p.,
4mg/kg). Blood and liver samples were collected 12 hours after LPS administration.
Biochemical analysis of plasma was performed by Cobas Integra ® 800 and GC/MS.

Changes of MRNA expression of the transporters were evaluated by qRT-PCR.

Results:

In comparison to control group, LPS group showed significantly elevated plasmatic
levels of the bile acids and also elevated activity of ALP and GMT. Plasmatic levels of bile
acids were elevated to 818%, activity of ALP was elevated to 311% and activity of GMT
to 2167%. Intrahepatic cholestasis led to the significant decrease of mMRNA levels — Ntcp
to 4.6%, Oatplad to 2.2%, Mrp2 to 1.7% and Bsep to 25%.

Conclusion:

According to the results of this study, it is apparent, that LPS-induced cholestasis is
linked up with the mentioned modulations of transporter's mRNA levels and biochemical

markers.
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Seznam pouzitych zkratek

ABC
Acetyl-CoA
ALP
ALT
ASBT
AST
BCRP
BSEP
BRIC
cAMP
CAR
cGMP
CYP
ECC
FXR
GADPH
GMT
HMG-CoA
HNF
HO-1
IL-1B
IL-6
I.p.
INOS
LPS
MDR
MRP
NTCP
OAT
OATP
OCT

,ATP binding cassette*

Acetylkoenzym A

Alkalicka fosfataza
Alaninaminotransferaza

,,Apical sodium-dependent bile acid transporter
Aspartataminotransferaza

,Breast cancer resistance protein‘

,,Bile salt export pump*

Benigni rekurentni intrahepatalni cholestaza
Cyklicky adenosinmonofosfat

,Constitutive androstane receptor*
Cyklicky guanosinmonofosfat

Cytochrom P

Extrahepatélni cholangiokarcinom
,Farnesoid X receptor
Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
y-glutamyltransferaza
3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-koenzym A
,,Hepatocyte nuclear factor*
Hemoxygenaza 1

Interleukin 1P

Interleukin 6

Intraperitoneélni cesta podani

Indukce NO-synthazy

Lipopolysacharid

,Multidrug resistance protein*

,Multidrug resistance-associated protein*
,,Na'-taurocholate co-transporting polypeptide*
,Organic anion transporter

,,Organic anion transporting polypeptides‘

,,Organic cation transporters



OSTa/p
PBC
PFIC2
PSC
PXR
RT-PCR
SAME
SLC
SULT
UDCA
UGT

Poznamka

,,Organic solute transporter o/p*

Primarni biliarni cirh6za

Progresivni familidrni intrahepatalni cholestaza typu 2
Primérni sklerotizujici cholangitida

,Pregnane X receptor®

,Reverse transcriptase — polymerase chain reaction®
S-adenosyl-L-methionin

,,Solute carrier*

Sulfotransferaza

Ursodeoxycholova kyselina

Uridin difosfat-glukuronosyltransferaza

Zkratky uvedenych transportnich proteinii a biotransformacnich enzymi jsou popisovany

velkymi pismeny u lidi a malymi pismeny vyskytuji-li se u potkant.
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Uvod

Cholestdza, nebo-li porucha sekrece zlu¢i do duodena je zavazné jaterni
onemocnéni, které se vyskytuje ¢im dal Castéji napfi€¢ celou nasi spolecnosti. Mnoha
cholestaticka jaterni onemocnéni jsou v prvotnich stadiich pln€ reverzibilni. Naproti tomu,
pti chronickych stavech dochazi k poskozeni funkce a integrity hepatocytl, coz vede
K irreverzibilnim zménam jaterni tkan¢€ a mtize vyustit az v transplantaci jater [1].

Pti cholestdze dochazi k mnohym patofyziologickym zménam, jejichz identifikace
otevird nové moznosti nejen v 1écbe, ale také v diagnostice a celkovém hodnoceni
klinického stavu pacienta. Ke kliCovym zménam patii modulace transportnich proteint
a jejich funkce, coz nasledné¢ vede k poruse tvorby ZzluCe. Pro detailni pochopeni
molekularniho mechanismu vzniku cholestazy jsou dilezité nejen zmény exprese
jednotlivych transportérti, ale také zmény regulace jednotlivych dil¢ich mechanismil,
podilejicich se na tvorbé zluéi [2].

Detailni studium a pochopeni jednotlivych procest jaternich cholestatickych
onemocnéni je spojeno s rozvojem hepatologie v Ceské republice. Zaklady hepatologie
jako samostatného oboru byly polozeny ve tficatych letech 20. stoleti. Tato doba byla
zasvécend zejména vyzkumu metabolickych a patologickych pochodi v jatrech. Velké
pokroky zacaly po druhé svétové valce, pfiCemz K nejvyznamnéj$im centrim rozvoje
tehdejSi doby patfila hlavné nemocni¢ni pracovist¢ v Praze, Brné, Hradci Kralové,
Karlovych Varech a Olomouci. Velice zasadnim krokem bylo zalozeni Hepatologické
sekce a pozdé€ji Hepatologické spolecnosti J. E. Purkyné, ktera umoznila pravidelné
a odborné vzdélavani fady specialistii. Dilezitym meznikem pro rozvoj hepatologie bylo
zaloZeni Centra kardiovaskularni a transplantacni chirurgie v Brnég, které se jako prvni
v Ceské republice za¢alo zabyvat transplantaci jater. Toto specializované pracovisté
funguje jiz pres 30 let [3a].

Dalsim dualezitym transplantaénim centrem umoziujicim transplantaci jater je
v soucasné dobé Institut Klinické a Experimentalni Mediciny (IKEM) v Praze. V IKEMu
probiha 1 klinicky vyzkum souvisejici s cholestdzou, jako napt. uloha Zlu€ovych proteint
a jejich vyznam v patologii cholesterolové cholelithiazy a studium genetickych vlivii na
rozvoj jaternich onemocnéni [3a].

Jiz od Sedesatych let 20. stoleti probiha ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové
detailni vyzkum experimentalni hepatologie na zvifatech. Pfednim oborem tohoto

pracoviSté je studium regenerace jaterni tkdné a mozné metody, jak zmirnit progresi
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jaternich onemocnéni. Probiha zde studium energetického metabolismu, proliferacnich
déji a stavu mikroorganel hepatocytti a moznosti nahrady jater pfi jejich akutnim selhdni
[3a].

V poslednim desetileti nastal vyrazny pokrok v pochopeni adaptacnich
anticholestatickych reakcich, coz s sebou pfineslo nové moznosti v terapii tohoto
onemocnéni. Soucasnd 1écba jiz neni zalozena jen na empirickych podkladech, ale na
schopnosti zasdhnout do jednotlivych regula¢nich mechanismid. Timto zptsobem jsou
posileny adaptaéni reakce, ¢imZ je zmirnéna progrese tohoto onemocnéni [1].

Cholestaticka jaterni onemocnéni vykazuji zvySujici se incidenci, kterd je
zpusobena jednak polékovym poskozenim, zanétlivym onemocnénim jaterni tkané, ale
také hormondlnimi zménami v obdobi klimakteria. Podil na zvySujici se incidenci
cholestazy je také pficitan chronickym cholestatickym onemocnénim, pfedevSim primarni
biliarni cirhoze (PBC) a primarni sklerotizujici cholangitidé (PSC) [3d].

Z epidemiologického hlediska se cholestaza vyskytuje jak mezi muzi, tak mezi
zenami. AvSak extrahepatdlni, téhotenska a lékové navozend cholestaza se castéji
vyskytuje u Zen. U novorozencli, kojencli a pfed¢asné¢ narozenych déti, mize dojit
k propuknuti tohoto onemocnéni zejména kvili nevyvinutosti jater. Dalsi rizikovou
skupinu piedstavuji pacienti dlouhodobé zavisli na parenteralni vyzivé ¢i pacienti, ktefi

prodélali mnoho septickych stavti [4].
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1. Morfologie a fyziologie jater

Jatra jsou zivotné nezbytnym organem S vysokou metabolickou aktivitu. S jatry je
spjata fada mechanismi, které se zdsadné podileji na udrzeni homeostazy organismu.
Hmotnost tohoto orgénu se pohybuje v rozmezi 1400 — 1800 g u muzd a 1200 — 1400 ¢
u zen. Tento organ se anatomicky rozdé€luje na Ctyii laloky, tj. lobus dexter, lobus sinister,
lobus caudatus a lobus quadratus. Povrch jater je tvofen tenkou vazivovou vrstvou

— capsulla Glissoni (Glissonovo pouzdro), ktera nasledné piechazi v list peritonea [5a] [6].

1.1 Morfologie jater

Zakladni strukturni jednotkou jaterni tkané je jaterni bunka — hepatocyt. Hepatocyty
jsou uspotadany do tramcu, které jsou tvoreny dvéma fadami tésné K sobé piiléhajicich
bunék. Soubory tramci se hvézdicovité sbihaji k centralni véné. Prostory uvnitf tramcti
jsou tvofeny intralobularnimi Zlucovody. V oblastech mezi tramci se vytvaii jaterni
sinusoidy, které jsou vystlany fenestrovanym endotelem a pfes Stérbinovity Disseho
prostor umoznuji kontakt hepatocytii s krvi. Krev je pfivadéna portalni vénou a jaterni
artérii, pfiCemz portalni véna piivadi do jater krev s vysokym obsahem Zivin a nizkym
obsahem kysliku, naproti tomu jaterni artérie pfivadi jak kyslik, tak Ziviny v pomérné

vysokém mnozstvi (Obr. 1) [3b] [5a].

portalni véna

Zluc¢ovod

Kupfferova buka jaterni sinusoid
Sg=

“o cent.ra’lnil
),

Itova bunka
Disseho prostor

jaterni artérie hepatocyt

Obr. 1. Schéma strukturalniho uspoiadani jednotlivych bunék v jaternim parenchymu.
Cervené je znazornéna arterialni krev, modie portalni krev a fialové smiSena krev. Zelené je
znazornén tok Zlu¢i. Prevzato a upraveno z http://tissupath.com.au/education-medical-
student-liver/ (19.9.2012).

V jaternim parenchymu se krom¢ zakladni strukturni jednotky — hepatocytt dale

nachazi Kupfferovy buiiky, které¢ jsou soucasti mononuklearniho fagocytarniho systému.
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Tyto bunky maji vysokou fagocytarni aktivitu a jsou schopny zachytit cizorodé latky.
Jedna se o latky spjaté s potencialnim rizikem toxicity. K dal§im, av§ak nemén¢ dilezitym
jednotkdm, se tadi Itovy bunky, jejichz hlavnim ukolem je ukladani lipida a

vitaminu A (obr. 2) [3b] [7].

Hepatocyt

O . Disseho
“—Itova bunka prostor
e - - I', -' :
J
.\ ."I endotel
Kupfferova bunka /
f t " dotel i_jaterrn’
v/ % 3
SResipyyentotet sinusoid

Obr. 2. Schematické zobrazeni struktury jaterniho sinusoidu. Pfevzato a upraveno z [8].

1.1.1. Hepatocyty

Hepatocyty tvoii parenchymatickou jaterni tkan a predstavuji pfiblizné dvé tretiny
celkové bunécné populace v jatrech. Tyto buiky jsou charakterizovany piitomnosti dvou
bunéénych membran. Jednd se o sinusoidalni (bazolateralni) membranu a kanalikularni
(apikalni) membranu. Bazolateralni membrana sméfuje do $térbinovitého Disseho prostoru
a je charakterizovana pfitomnosti mikroklkl, které zvétSuji jeji povrch a usnadiiuji
transport latek mezi krvi a hepatocyty [3b] [9]. Transport latek z krve do hepatocytu je
uskute€nén mechanismem pasivni difuze (malé nenabité molekuly) nebo facilitované
difuze (s transportnim proteinem), ktera je dilezitd zejména pro velké nebo nabité
molekuly. Kanalikularni membrana ma signifikantné mensi (ptiblizné 4x) povrch nez
membrana sinusoidalni. Tato membrana vytvaii lem zlucového kanalku a transportem
latek pravé pies tuto membranu se vytvaii zlu¢ [5a].

Dalsi velice dulezitou strukturou je hematobiliarni membrana (obr. 3), ktera je
tvofena ,,gap-junctions” (3terbinovité spoje) a ,.tight-junctions® (t&sné spoje). Stérbinovité

spoje slouzi k mezibunééné komunikaci, zatimco tésné spoje umoziuji pohyb roztokd,
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iontl a vody, ¢imz zasadné prispivaji k tvorbé Zluci [5a]. ,, Tight junctions® vytvafti bariéru
mezi krvi a zlu¢i a zabranuji pfechodu latek ze zluci zpét do krve. Dalsi vyznamnou
strukturou pro tvorbu zluci je perikanalikularni sit’ aktin — myosin, ktera diky kontrakcim

usnadiuje tok Zluci z pericentralniho do periportalniho regionu [7].

apikalni (kanalikularni)
membrana
fa N\ Fa A |n‘l p.. N\ N\ N\ Fa / \l .,-\‘l ,.-,. ',—-,' A ~ (ﬁ\ l/ \ \ ~\
H”l "l'||"‘l|’}"'||'.'HWJI "|||l] | ()
\ f ' J | |
\J ||‘J‘ \J '\\)‘ \/ .| Vv || \J’ '.J l‘u' '\\j,‘ '\," W/ U \ J vV U V Vv

tight junctions §

-~

Pis
= desmozomy _
-l EhE
. & & € C'-T‘f
gap junctions G & [(
\ J\ /\\

bazalni (sinusoidalni)
membrana

Obr. 3. Schematické zobrazeni hematobiliarni bariéry hepatocytu. Desmozomy spojuji dvé
sousedni membrany a zaji§t'uji tak jejich integritu. Pievzato a upraveno z [10].

1.2. Fyziologie jater

Jatra jsou organem, v némz je lokalizovana fada zZivotné dualezitych procest. Jedna
se 0 metabolismus sacharidt, lipidi a proteint, tvorbu a sekreci Zlu¢i, imunitni funkci,

eliminaci xenobiotik, zasobni funkci a dalsi [3b] [5a] [6].

1.2.1. Tvorba a sekrece zluéi

Z1u¢ je izoosmoticka tekutina hrajici nezastupitelnou roli ve fyziologii traveni. Je
vylucovana hepatocyty do zluCovych kandlki a nasledné je modifikovana jak
V intrahepatalnich, tak extrahepatalnich cestach. Po pfisluSnych upravach dochézi k jejimu
skladovani a zahustovani ve Zlu¢niku, odkud je vylu¢ovana do duodena [3c].

Mezi hlavni komponenty zlu¢i patii zlucové kyseliny, cholesterol, fosfolipidy,
bilirubin a elektrolyty [3c]. Dulezitou roli maji zlu¢ové kyseliny, které jsou syntetizovany
z cholesterolu, za vzniku primarnich zlu¢ovych kyselin [3¢] [5b] [11b]. Konkrétné se jedna
o kyselinu cholovou a chenodeoxycholovou, které vznikaji za G¢asti enzymu cholesterol-
7o-hydroxylazy. Syntetizované kyseliny jsou konjugovany s glycinem nebo taurinem, ¢imz
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se zvysi jejich rozpustnost ve vodé [5b] [11b].

Tyto kyseliny jsou transportovany do duodena, kde probihaji reakce dehyroxylaéni,
za vzniku kyseliny deoxycholové a lithocholové a reakce dehydrogenacni, za vzniku
kyseliny ketolithocholové (jedna se o tzv. sekundarni Zzlucové kyseliny). Lithocholova
kyselina podléha preméné (v jatrech) na sulfolithocholovou kyselinu a ketholitocholova
kyselina se metabolizuje na kyselinu ursodeoxycholovou (v jatrech i ve stieve) [5b]. Vice

nez 95 % zlucovych kyselin je zpétné reabsorbovano z terminalniho ilea do jater [12].

acetyl CoA
HMG-CoA- inhibice/
3 ~—— -
reduktaza stimulace k
i
cholesterol )
1
. inhibice/ [
% 7o-hyroxylaza —=& e - :
i
i
1
1
1. primarni Y | i
zlucove kyseliny |kys cholova  kys chenodeoxycholova i
(jatra) | i
| i
2. sekundarni :
Zlucové kyseliny :
(stieva) : :
kys. kys. lithocholova kys. : -
deoxycholova ketolithocholovd
| . |
3. terciarni Zlucove :
kyseliny -
(jatra a streva) kys. kys. =
sulfolithocholova yrsodeoxycholova

Obr. 4. Schéma metabolismu Zlucovych kyselin. Pferusované je znazornéna zpétnovazebna
regulace syntézy Zlu¢ovych kyselin, pfi¢emz p¥i nadbytku Kkyseliny ursodeoxycholové dochazi
k inhibici jak 7a-hydroxylazy, tak HMG-CoA reduktazy a celkové tedy inhibici syntézy
zlu¢ovych Kyselin. Pfevzato a upraveno z [5b].

1.2.2. Metabolismus sacharidi, proteini a lipida

Jatra zastavaji velice dulezitou funkci v fizeni metabolismu zivin. V piipadé
metabolismu sacharidi se jedna 0 glukostatickou funkci, tj. udrzeni hladiny glukozy ve
fyziologickych mezich [3b]. Pifi zvySené hladiné glukozy v krvi dochazi k jejimu
zvySenému vychytavani z krve a dale je podpotena syntéza glykogenu. Na druhé strané
muze nastat stav, kdy hladina glukézy klesne pod fyziologickou mez a dochazi ke
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stimulaci glykogenolyzy a glukoneogeneze [11a].

V piipad¢ metabolismu proteind se jedna o jednotlivé procesy, diky kterym jsou
jatra schopna syntetizovat prakticky vSechny neesencialni aminokyseliny a zaroven
degradovat vétSinu esencialnich aminokyselin (valin, leucin a izoleucin nepodléhaji
katabolickym procestim v jatrech a slouzi jako zdroj energie v kosterni svaloving) [11c].
Degradace aminokyselin v jatrech probiha dvéma zakladnimi reakcemi — transaminace
a oxida¢ni deaminace [11c]. Na druhé strané jsou v jatrech syntetizovany proteiny,
zejména dilezitd je tvorba téméi vSech plazmatickych proteinti (kromé von Willebrandova
faktoru a imunoglobulint) [3c].

V jaternim metabolismu lipidd se uplatiuji procesy, mezi néz patii p-oxidace
mastnych kyselin, syntéza ketolatek, syntéza lipoproteint, lipogeneze a syntéza
a odbouravani cholesterolu. B-oxidace mastnych kyselin je proces, ktery je zdrojem
molekul acetyl-CoA, jez nasledné vstupuje do citratového cyklu a je zdrojem energie
v podobé¢ ATP [3c] [11b]. Dalsim vyznamnym mechanismem probihajicim V jatrech je
syntéza lipoproteinil. V neposledni fad€ dochézi v jatrech k tvorbé triglyceridd, které jsou
syntetizovany z mastnych kyselin a glycerolu. Triglyceridy slouzi ptedevSim jako

zasobarna energie, dale plni napft. funkci termoregulaéni a ochrannou [11c].

1.2.3. Imunitni funkce jater

Jatry prochézi tada latek jak exogenni tak endogenni povahy. Na jedné stran¢ se
muze jednat o latky patogenni a tedy pro organismus nebezpecné a na druhé strané lze
hovofit o latkach pro télo potfebné, napt. vitaminy rozpustné v tucich [3c] [6].

Endotelové buniky jaternich sinusoidii mohou za urcitych okolnosti fungovat jako
buniky prezentujici antigen a podilet se tak na specifické imunitni odpovédi na dany
patogen. Na druhé strané dileZitou tlohu hraji Kupfferovy bunky, které jednak vykazuji
vysokou fagocytarni aktivitu, coz zodpovida za nespecifickou imunitu, ale také jsou
schopny bud’ podpofit nebo utlumit aktivaci T-lymfocytl, které jsou spjaty se specifickou
imunitni odpovédi [3c] [6].

1.2.4. Zasobni funkce jater

Jatra jsou zadsobarnou mnoha pro organismus nezbytnych latek jako je napf. vitamin
A, D a B12. Dale jsou rezervoarem médi, ktera je soucasti enzymu, napf. cytochrom-c-
oxidazy. Dale je zde také ptitomné Zelezo, které je uskladnéno ve formé feritinu

a hemosiderinu, pficemz mnozstvi sérovych hladin feritinu odpovida celkovym
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mobilizovatelnym zasobam zeleza v téle. Hemosiderin je vytvafen z feritinu a umoznuje

vazbu piebyte¢ného zeleza v organismu [3c] [5b].

1.2.5. Eliminac¢ni funkce jater

Jatra jsou velice dilezitym organem, ktery eliminuje z organismu potencionalné
toxické latky endogenni (napf. Zlucové kyseliny) ¢i exogenni povahy (napf. xenobiotika
jako je alkohol, 1é¢iva, bakterialni toxiny a dal$i) [5b]. Jedna se zejména o latky lipofilni
povahy, které se Spatné rozpoustéji ve vodném prostfedi a nemohou byt tedy vylouceny
zlu¢i nebo moci [3c] [5b]. Z tohoto diivodu podléhaji biotransformaci, kdy dojde k jejich
pfeméné na polarni hydrofilni produkty, které jsou nasledné z organismu eliminovany[3c].

Biotransformace zahrnuje dvé zdkladni fadze. V prvni fazi probihaji reakce typu
oxidace (nejcastéji), redukce a nékdy hydrolyza, diky nimz se vytvaii polarnéjsi produkty.
Béhem téchto reakei dochazi k zpiistupnéni nebo zavedeni funkénich skupin (-OH, -NHp,
-SH, -COOH) do molekuly biotransformované latky. Velka ¢ast zminénych reakci probiha
za ucasti enzymového systému cytochrom P-450 [3c].

Druhd faze je podstatné rychlejsi nez faze prvni, pficemz dochazi ke konjugaci
produktii z prvni faze s latkami endogenniho ptvodu, napt. kyselinou glukuronovou,
glutaminem, glycinem, serinem, Kkyselinou sirovou, kyselinou octovou nebo Kkyselinou
merkapturovou. Tyto reakce jsou katalyzovany pomoci riznych enzymatickych systemd,
nejcastéji se jedna o transferdzy. Mezi nejvyznamnéj§i enzymy patii UDP-
glukuronosyltransferaza, dale sulfotransferaza, N-acetyltransferaza, methyltransferaza a

dalsi [3c] [5b].
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2. Transportni systémy v jatrech

Jatra jsou dilezitym organem, ktery sehrdva nezastupitelnou roli v exkreci
endogennich a exogennich latek. Lipofilni latky jsou transportovany prostou nebo
facilitovanou diftizi. Transport latek polarnich a také nékterych lipofilnich je umoznén
pomoci specifickych transportnich proteinti, které jsou zakotveny v Sinusoidalni
a kanalikularni membran¢ [13] [14]. Tyto proteiny se fadi bud’ do nadrodiny SLC (“solute
carrier’’) nebo se jedna o nadrodinu ABC (,,ATP-binding cassette). Transportéry z SLC
nadrodiny jsou lokalizovany na bazolateralni membrané a jedna se o jednosmérné ¢i
obousmérné transportni systémy, které umoznuji pifenos latek z krve do cytosolu
hepatocytu [13] [14]. Naproti tomu transportéry z ABC nadrodiny jsou lokalizovany jak na
kanalikularni membrané, kdy zajiStuji transport latek do zluci, tak na bazolateralni
membrané, kde umoznuji transport latek z cytosolu hepatocytu do sinusoidalni krve [13]
[14].

2.1. Bazolateralni transportni proteiny

Transportni proteiny lokalizované na bazolaterdlni membrané umoziuji transport
latek z krve do hepatocytu. Podle jednotlivych substratd se transportéry c¢leni do

ptislusnych skupin [14].

2.1.1. NTCP (SLC10A1)

NTCP (,,Na'-taurocholate co-transporting polypeptide*) je transportni protein,
ktery umoziuje transport konjugovanych a ¢aste¢n¢ 1 nekonjugovanych zlu¢ovych kyselin.
Ptenos zluCovych kyselin je zavisly na kotransportu taurocholatu se sodnymi ionty ve
stechiometrickém poméru 1:2. Mezi dalsi substraty tohoto transportniho proteinu patii

napf. trijodtyronin, tyroxin a estron-3-sulfat [13].

2.1.2. OATP (SLCO)

OATP (,,Organic anion transporting polypeptides®) je skupinou proteind, ktera
zastupuje dalezitou roli pii transportu mnoha 1éCiv. Substraty téchto proteind jsou
nejcastéji latky povahy organickych aniontd, nicméné umoziuji také prenos kationtt II.
typu, napf. chinidinu. Tyto transportéry jsou nezavislé na koncentraci sodnych kationtl
a umoziuji obousmérny pienos latek pies sinusoiddlni membranu. Transportni

mechanismus je zalozen na antiportu  bikarbonatu, glutathionu  a/nebo
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glutation-S-konjugatu (tyto substraty jsou vylucovany do krve) a organickych latek, které
jsou vychytavany z krve do hepatocytt [13] [15]. Mezi nejvyznamnéjsi transportéry této
rodiny patti OATP1A2 (SLCO1A2), OATPIB1 (SLCOI1B1), OATPIB3 (SLCOIB3)

na prenosu tfady 1éCiv (napf. rifampin, pravastatin, atorvastatin, valsartan a dalsi) do
hepatocytu a dale je hlavnim proteinem, ucastnicim se na vychytavani zlucovych kyselin

z krve [14] [15].

2.1.3. OAT (SLC22A)

Rodina OAT (,,Organic anion transporters®) zahrnuje transportni proteiny, které
umoziuji pienos endogennich ¢i exogennich organickych anionti ob&éma sméry. Mezi
jejich substraty patii napt. prostaglandiny, salicylaty, tetracyklin nebo fada nesteroidnich
antiflogistik [16]. Nejdilezitéjsim transportérem v jatrech je OAT2 (SLC22A7). Mezi dalsi
zastupce, které jsou exprimovany v jatrech patti ~ OAT4 (SLC22A11) a OATS
(SLC22A10) [13].

2.1.4. OCT (SLC22A)

OCT (,,Organic cation transporters®) zastupuji skupinu transportnich proteini, diky
které je umoZznén obousmérny pienos mensich organickych kationtii. Hlavnim zastupcem
této skupiny je OCT1 (SLC22A1). Mezi substraty tohoto proteinu patii napt. acetylcholin,
progesteron, chinidin, verapamil, acyklovir a dal$i [14]. V neposledni fadé¢ se k této rodiné
proteinli fadi OCT2 (SLC22A2), ktery je na rozdil od OCT1 a OCT3 dominantné
exprimovan v ledvinach. K dal§im vyznamnym c¢lenim této skupiny se fadi OCT3

(SLC22A3) [13] [17].

2.1.5. MRP (ABCC)

MRP (,,Multidrug resistance-associated protein®) jsou rodinou proteind, ktera se
fadi k nadrodiné ABC (,,ATP-binding cassette) transportéri. V soucasné dob¢ je
prozkouméno a identifikovano 9 transportnich proteinti, tj. MRP1-9. Tyto transportni
systémy zajist'uji jednosmérny transport latek z hepatocytu do sinusoidalni krve. Vyjimku
tvofi MRP2, ktery je lokalizovan na kanalikularni membrané a zastupuje dilezitou roli
v exkreci fady substrati do zlu¢i [14]. MRP1 (ABCC1) je pievazné skladovan
V nitrobunéénych vezikulech a v jatrech je exprimovan v pomérné¢ malé mife. VSechny

substraty tohoto proteinu jsou konjugovany s glutationem [13]. MRP3 (ABCC3) je
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transportnim proteinem, ktery umoziuje transport ZzluCovych kyselin, methotrexatu
a dalSich substrati. Za fyziologickych podminek je jeho exprese pomérné nizka, nicméné
pii vrozenych defektech v biliarni exkreci ¢i cholestaze, dochazi ke zvySeni exprese tohoto
proteinu [13]. MRP4 (ABCC4) a MRP5 (ABCC5) jsou proteiny, které zajistuji pfenos
cyklickych sloucenin cAMP (,.cyklicky adenosinmonofosfat“) a cGMP (cyklicky
guanosinmonofosfat). MRP4 (ABCC4) vykazuje zvySenou expresi pii zaroven snizené
expresi BSEP (lokalizovan na kanalikularni membrang) transportéru. Timto mechanismem
dochazi ke zvySenému vyluovani zlucovych kyselin do sinusoidalni krve [13]. MRP6
(ABCCS6) je lokalizovan jak na sinusoidalni, tak kanalikularni membrané a to v pomérné
vysoké mife, nicméné jeho hlavni funkce stale neni plné objasnéna. MRP7 (ABCC10) je
distribuovan do fady tkani, napf. pankreatu, prodlouzené michy, plic nebo trakéniku.
Pomoci MRP7 (ABCCI10) je umoznén transport nékterych leukotrieni a metabolitil
estradiolu. MRP8 (ABCC11) je lokalizovan v jatrech, ledvinach, ovariich ¢i mozku a
zajistuje prenos cyklickych nukleotidd, jeho funkce je tedy podobna s MRP5 (ABCC5),
nicméné v jatrech vykazuje podstatné nizsi vyskyt [13] [18]. MRP9 (ABCC12) je zatim
nejmén¢ prozkoumanym transportérem z této rodiny. Je lokalizovan v mozku, kosterni

svaloving a ovariich [18].

2.1.6. OSTa/p (SLC51)

OSTw/p (,,Organic solute transporter a/B) je transportér, ktery je exprimovan
jednak v jatrech, ale také v terminalnim ileu. V jatrech zajistuje alternativni cestu
vylucovani Zlu¢ovych kyselin a dalSich organickych aniontd do krve. V terminalnim ileu
spolupracuje s ASBT (,,Apical sodium-dependent bile salt transporter<) a umozinuje tak

enterohepatalni cirkukalaci zZlu¢ovych kyselin [19].

Hepatocyt

OCT1

OAT2

OATP

NTCP

4

Obr. 5. Lokalizace transportnich proteinii v hepatocytu. Pievzato a upraveno z [2].
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2.2. Kanalikularni transportni proteiny

Kanalikularni (apikalni) transportni proteiny umozfiuji transport Xenobiotik,
metabolith a produkti endogenniho metabolismu do Zzlu€i. Jednd se o jednosmérné

proteiny z ABC (,,ATP-binding cassete*) nadrodiny [14].

2.2.1. BSEP (ABCBL11)

BSEP (,,Bile salt export pump*) je transportnim proteinem, ktery zajistuje transport
konjugovanych a nekonjugovanych Zlucovych kyselin z hepatocytu do zlu¢i. Mezi dalsi
substraty tohoto proteinu patii napf. pravastatin a vinblastin [14]. Mutace jeho genu byla
prokazana u pacientti s progresivni familiarni intrahepatalni cholestazou typu 2 (PFIC2),
pti které je zvySena koncentrace zlucovych kyselin v krvi a zaroven snizena koncentrace
zlucovych kyselin ve zluc¢i. Néktera 1é¢iva napt. glibenklamid a troglitazon se vazou ptimo
na tento protein a zptsobuji inhibici jeho exprese a funkce. Po podani téchto 1é¢iv vznika

1ékove navozena cholestaza [20].

2.2.2. MRP2 (ABCC2)

MRP2 (,,Multidrug resistance-associated protein”) zajistuje transport fady
organickych aniontti ptes kanalikularni membranu do zluce. Mezi substraty tohoto proteinu
patii zluCové kyseliny, glutathion, glukuronidovany bilirubin nebo 1éCiva, napf.
anthracykliny, methotrexat, cisplatina a dalsi [21]. Mutace v genu MRP2 proteinu ma za
nasledek deficit transportéru na kanalikularni membrané hepatocytu a vede k rozvoji
Dubin-Johnsonova syndromu, ktery se projevuje konjugovanou hyperbilirubinémii [22].
U pacientil trpicich timto geneticky podminénym onemocnénim je zvySend exprese MRP3
proteinu, ktery umoziuje kompenzaci nedostatecné biliarni exkrece organickych aniontt
[13].

2.2.3. MDR1 (ABCB1)

MDRI1 (,,Multidrug resistance protein 1) nebo-li P-glykoprotein zastupuje
transportni systém, ktery plni funkci jednak ochrannou (hematoencefalicka bariéra,
placenta, testikularni bariéra), ale také exkrecni (hepatocyty, enterocyty, bunky
proximalnich tubuld ledvin) [14]. Tento transportér umoznuje pienos Siroké fady substrati,
pficemz se nejcastéji jedna o hydrofobni kationty jako napf. digoxin, fexofenadin, chinidin
a Vv neposledni fadé¢ také mnoho zastupcii ze skupiny chemoterapeutik (daunorubicin,

doxorubicin, paklitaxel a dalsi). ZvySena exprese tohoto proteinu je jednim z mechanismu,
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které vedou K rezistenci rakovinotvornych bunék viéi vySe zminénym chemoterapeutikiim

[13].

2.2.4. MDR3 (ABCC4)

Mezi hlavni funkce MDR3 (,,Multidrug resistance protein 3°) transportéru se radi
zejména schopnost transportovat fosfolipidy (napi. fosfatidylcholin) do zluci. Diky
pritomnosti fosfolipidii ve zluci je umoznéna tvorba micel a nasledn¢ emulgace tukt
v duodenu. Mutace tohoto genu byla pozorovana u pacientl s progresivni familiarni

intrahepatalni cholestazou typu 3 (PFIC-3) [23].

2.2.5. BCRP (ABCG2)

BCRP (,,Breast cancer resistance protein) byl poprvé objeven v nadorovych
buiikach, ve kterych zajiStuje rezistenci vici fad€ cytostatik jako napt. anthracykliny
(doxorubicin, daunorubicin), mitoxantron a kamptotecin. Tento transportér je Siroce
distribuovan v organech, které sehravaji velice dalezitou roli ve farmakokinetice cytostatik.
Jedna se o tenké stfevo, placentu, hematoencefalickou bariéru a kanalikularni membranu
v hepatocytech [24]. Mezi dalsi funkce tohoto proteinu patii biliarni exkrece sulfatovanych
konjugatl steroidii a xenobiotik jako napf. rosuvastatin, cimetidine, methotrexat a dalsi
[14] [25].
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3. Cholestaza

Cholestaza je porucha tvorby a vyluCovani zlu¢e do duodena. Pfi¢ina muze byt
lokalizovana od turovné hepatocytu az po Vaterovu papilu. V piipadé, ze je porucha
lokalizovana Vv jatrech, jedna se o intrahepatdlni cholestadzu. V druhém pftipadé, kdy je
porucha lokalizovana mimo jatra, jedna se o cholestdzu extrahepatalni. Toto onemocnéni
vede ke hromadéni jednotlivych slozek zluéi v jatrech a nasledné dochazi k jejich kumulaci

Vv krevni plazmé [3d].

Z klinického hlediska se cholestazy rozdéluji do ¢ty skupin:

nezanétlivé cholestdzy — hlavnimi pfi¢inami jsou hormony, Iéky, sepse,

intrahepatalni cholestaza t€hotnych, dédi¢né poruchy sekrece zluci

e zanétlivé cholestdzy — zejména cholestatické virové hepatitidy, alkoholicka
cholestaza

e cholestazy pii poskozeni ZluCovodl — primdrni biliarni cirhéza (PBC), primarni
skler6zujici cholangitida (PSC), syndrom mizejicich zlu¢ovodi

e mechanické cholestizy — pfi¢inami jsou tumory, konkrementy, striktury

a extraluminalni komprese

Na vzniku akutni cholestazy se velmi cCasto podileji septické stavy, 1é¢iva
a hormony. Naproti tomu, chronicka cholestdza je spjata s primarni biliarni cirh6zou
(PBC), primarni sklerotizujici cholangitidou (PSC) a Ié¢ivy. V Cetnosti cholestaz pievazuji

extrahepatalni cholestazy [1] [3d] [5c].

3.1. Klinicky obraz cholestazy

Z klinického hlediska je cholestdza spjata s riznymi stupni zloutenky, kterd je
spojena se zvySenou Sérovou hladinou konjugovaného bilirubinu. Dalsim ¢asto se
vyskytujicim ptiznakem je pruritus, jehoz pfitomnost se mtize objevit jiz v ranych stadiich
cholestazy [5¢] [26] [27]. Mechanismus vzniku pruritu byl v minulosti pfi¢itan zejména
zvySené koncentraci Zlucovych kyselin v krevni plazmé, nicméné podle nejnovéjSich
poznatkd se za potencionalni pfi¢inu cholestatického pruritu oznacuje enzym autotaxin,
ktery uvolnuje kyselinu lysofosfatidovou [28]. U chronickych cholestaz se vyskytuji

xanthelasmata, jejichz pfi¢inou vzniku je dlouhodobé zvysena sérova hladina cholesterolu.
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Nejcastéji se jedna o xanthelasma palpebrarum, coz jsou cCervenohnéda az zluta, ostie
ohrani¢ena depozita cholesterolu, vyskytujici se na ocnich vickach. Dale se pfi

cholestatickych onemocnénich vyskytuje acholicka stolice se steatoreou [5¢].

3.2. Laboratorni hodnoty cholestazy

Pfi cholestaze jsou zvysené sérové hladiny ALP (,,alkalicka fosfataza®), GMT (,,y-
glutamyltransferaza®), 5’-nukleotidazy, konjugovaného bilirubinu, Zluovych kyselin
a cholesterolu. Ptfi zvySené koncentraci zluGovych kyselin v krevni plazmé dochazi
k poskozeni bunéénych membran a zaroven k inhibici tvorby a sekrece zlu¢ovych kyselin
do duodena [3d] [26]. Pti poSkozeni hepatocytd dochazi ke vzristu sérovych hladin
transaminaz ALT a AST [29].

3.3. Extrahepatalni cholestaza

Extrahepatdlni (obstrukéni) cholestdza je nejCastéji  zplisobena tumory,
konkrementy, strikturami a/nebo extraluminalni kompresi [3d].

V piipadé tumorl se nejcastéji jedna o extrahepatalni cholangiokarcinom (ECC).
ECC je spjat s mutaci novotvorby bunék zluCového epitelu a papil, které sméiuji do
ZluCovodu. Z patofyziologického hlediska dochdzi ke zvySeni exprese cyklin-
dependentniho inhibitoru p21 a protoonkogenu cyklin D1. ECC miiZze byt lokalizovan
v ductus cysticus, ductus hepaticus communis nebo v ductus choledochus [30].

Pti tvorbé konkrementi, navozujicich extrahepatalni cholestdzu se nejcastéji jedna
o cholelithidzu. Tvorba Zlu€ovych kamenii je zaloZena na patologickych zménéach
metabolismu cholesterolu, Zlu¢ovych kyselin a bilirubinu, pficemz vznikd nepomér mezi
koncentracemi téchto slozek. S timto onemocnénim se setkavame bud’ piimo ve Zlu¢niku
nebo v extrahepatalnich zlu¢ovych cestach, tj. ductus hepaticus communis, ductus cysticus
a ductus choledochus [31].

Striktury ¢i extraluminalni komprese jsou nejcastéji spojeny s pankreatitidou. Toto
onemocnéni je zpusobeno pievdzné nadmérnou konzumaci alkoholu nebo tvorbou

Zlu¢ovych kament v ductus choledochus [32].
3.4. Intrahepatalni cholestaza

K nejcastéjsim pri¢inam intrahepatalni cholestazy patfi primarni biliarni cirhoza
(PBC), primarni sklerotizujici cholangitida (PSC), septické stavy, 1éCiva, alkohol a dale

napf. cholestaza v téhotenstvi [3d] [5c].
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PBC je autoimunitni progresivni onemocnéni, které je spjato s postupnym
poskozenim zluCovodii a mulze vést az kjaternimu selhani. Patofyziologie tohoto
onemocnéni je zalozena na nestandardni imunitni reakci, pficemz spoustécim faktorem
mohou byt vlivy prostfedi nebo infekce u geneticky predisponovanych pacientt. Typickym
laboratornim ukazatelem je pfitomnost antimitochondrialnich protilatek. Jedna se zejména
0 anti-M2 protilatku, ktera se vaze na enzymovy komplex pyruvatdehydrogenazy [33].

PSC je chronické cholestatické jaterni onemocnéni, charakterizované zanétem
a obliterujici fibr6zou intrahepatalnich, ale také extrahepatalnich cest. Patofyziologie
tohoto onemocnéni je zalozena na autoimunitni reakci, toxicit¢ zlucovych kyselin
a genetickych predispozicich [34]. Toto onemocnéni je velice ¢asto doprovazeno ulcerdzni
kolitidou nebo Crohnovou chorobou. K nejéastéjsim komplikacim se fadi kolorektalni
karcinom a cholangiokarcinom [35].

Cholestaza pri sepsi je nejcastéji zpuisobena uUCinky G- bakterii na imunitni
systém. Aktivni substanci navozujici pfislusné imunitni reakce je lipopolysacharid, ktery je
soucasti bunéné stény bakterii [36]. Lipopolysacharid navozuje zvysenou produkci
prozanétlivych cytokint jako napf. TNF-a (,,Tumor necrosis factor a*), IL-1f (interleukin
1B) a IL-6 (interleukin 6) a dale oxidu dusnatého, jehoz koncentrace jsou zvySeny
mechanismem indukce NO-synthazy v hepatocytech a Kupfferovych bunkach [27].

Lékové navozena cholestiza se neziidka vyskytuje spolecné s jaternim
poskozenim. Léciva, kterd se vylucuji piimo do Zluce, jsou potencidlnimi kandidaty na
vznik cholestazy. Patofyziologie tohoto typu cholestazy je zalozena na toxickém pusobeni
bud’ pfimo 1é¢iv samotnych nebo jejich metaboliti. Pti akutni 1€koveé navozené cholestaze
vétSinou piiznaky vymizi s vysazenim léCiva, naproti tomu u chronického pribéhu —
toxické ucinky pretrvavaji i po ukonceni terapie. Toto onemocnéni miize byt zptisobeno
fadou 1é¢iv, napt. cyklosporin A, glibenklamid, pioglitazon, troglitazon, tiklopidin a dalsi
[26] [37].

Alkoholem navozena cholestaza je spojena s alkoholickou hepatitidou, ktera je
z klinického hlediska charakterizovdna Zloutenkou a progresivnim zanétlivym jaternim
onemocnénim. Patofyziologie tohoto onemocnéni je zaloZena jednak na toxickém ucinku
alkoholu na jaterni tkan, ale také na aktivaci imunitniho systému. Alkohol je
metabolizovan stfevni mikroflorou, pficemz diky jeho metabolitim je zvySena
permeabilita té€snych spoji (,.tight-junctions®). Nasledn¢ je umoznéna prezentace
jednotlivych bakteridlnich komponent imunitnimu systému. Dilezitou roli sehrava

lipopolysacharid, jehoz G¢inkem dochazi k produkci prozanétlivych cytokinid TNF-a, 1L-1
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a IL-6 [38].

Estrogeny jsou spjaty s intrahepatalni cholestazou navozenou jednak bé&hem
téhotenstvi, ale také po uzivani peroralnich kontraceptiv [26]. Té&hotenska cholestaza
zaCind ve druhém ¢i tietim trimestru t€hotenstvi a kon¢i ptiblizné€ 2 az 3 tydny po porodu.
Patofyziologie tohoto onemocnéni je zalozena na UCinku progesteronu a metabolitu

ethinylestradiolu, tj. estradiol-17p-D-glukuronidu na transportni proteiny [26] [39].

3.5. Terapie cholestazy

Cilem terapie cholestazy je minimalizovat nésledky spojené se zvySenou
koncentraci jednotlivych slozek zluce v systémové cirkulaci a v hepatocytech. Zvysena
koncentrace Zzlu¢ovych kyselin indukuje apoptéozu a nekrozu hepatocytii, ¢imz jsou
navozena chronickd onemocnéni jater. V nékterych ptipadech miize dochéazet k tiniku
Zlu¢ovych kyselin do peribiliarnich prostort s naslednym vznikem zanétu a fibrotizace [1].

K hlavnim ciliim farmakoterapie cholestazy se tadi:

e stimulace sekrece jednotlivych slozek zlu¢i do systémové cirkulace
s naslednou exkreci ledvinami — zde se uplatiuje pfedevsim kyselina
ursodeoxycholova

e stimulace metabolismu hydrofobnich komponent Zlu¢i na vice hydrofilni, t;.
mén¢ toxické — dulezitou roli sehrava rifampicin

e ochrana cholangiocytti pied toxickym pusobenim Zzlu¢e — uplatiiuje se
kyselina ursodeoxycholova

e inhibice apoptdzy — kyselina ursodeoxycholova

¢ inhibice fibrozy — kys. 6a-ethyl chenodeoxycholova [1]

3.5.1. Kyselina ursodeoxycholova (UDCA)

Podavani UDCA je v podstaté jedinou ucinnou lé¢bou, ktera byla potvrzena v fadé
aplikaci [1]. V soucasné dobé se UDCA pouziva k1écbé rtznych cholestatickych
onemocnénich, zejména se jedna o primarni biliarni cirh6zu (PBC), primarni sklerotizujici
cholangitidu (PSC) a intrahepatalni cholestazu v t€hotenstvi [40].

Mechanismus ucinku UDCA spociva ve zvysSeni exprese jaternich transportéri
BSEP, MDR3 a MRP2, lokalizovanych na kanalikularni membrané [1]. UDCA je relativné
hydrofilni Zluova kyselina, ¢imz zvySuje podil hydrofilnich Zlucovych kyselin v zluci

a nasledn¢ vede ke snizeni toxického Uc¢inku na epitel zluCovych cest. Déle dochézi
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k poklesu kumulace zluCovych kyselin a Vv neposledni fadé je inhibovana apoptdza
hepatocyti [1] [40].

U nékterych pacientti je 1écba pomoci UDCA nedostatecna a je nutné piistoupit k
adjuvantni terapii. V téchto ptipadech se UDCA kombinuje s glukokortikoidy, zejména
s budesonidem [30] [41].

3.5.2. Rifampicin

Rifampicin je rifamycinové antibiotikum, které je agonistou PXR (,,Pregnane X
receptor), diky ¢emuz dochazi k indukci CYP3A4 a inhibici CYP7A1L, ktery je jednim
zklicovych enzymi pii syntéze zluCovych kyselin. Indukci CYP3A4 je urychlena
hydroxylace hydrofobnich zlucovych kyselin, ¢imZ dochézi ke snizeni jejich toxicity. Déle
je navozena zvySena exprese MRP2 [3d] [42].

Dlouhodoba 1é¢ba rifampicinem vykazuje riziko hepatotoxicity, piipadné lékove
navozené hepatitidy. Proto je nutné pacienty peclivé vybirat a pravidelné monitorovat.
Rifampicin je velice ¢asto pouZivan pfi terapii pruritu, ktery je pfitomen u fady

cholestatickych onemocnéni [1] [43].

3.5.3. S-adenosyl-L-methionin (SAME)

SAME je lécivem, které bylo zkouSeno u intrahepatalni cholestazy v t€hotenstvi,
ale také u PBC, cholestaz provazejicich akutni hepatitidy nebo u jaternich cirh6z. Hlavni
terapeuticky efekt je zaloZen na antioxidacnich ucincich a zlepSeni membranové fluidity.

Nicméné v soucasné dobé chybi dalsi dikazy o vyznamném terapeutickém efektu [3d].

3.5.4. Fenobarbital

Fenobarbital je silnym agonistou CAR (,,Constitutive androstane receptor")
nuklearniho receptoru, ktery ovliviiuje jadernou transkripci. Toto 1é¢ivo bylo testovano
u pacientl S PBC a vedlo jednak ke sniZeni sérovych hladin bilirubinu a Zluc¢ovych kyselin,
ale také k utlumu pruritu. Pii dlouhodobém podavani fenobarbitalu se ovsem objevuji
vyznamné nezadouci G¢inky v podobé sedace a tvorby neaktivnich metabolitd vitaminu D

[3d].

3.5.5. Terapie pruritu

V terapii pruritu se velice Casto uplatnuji sekvestranty, zejména cholestyramin.

Toto 1éCivo vaze ve stievé zluCové kyseliny a zabranuje jejich vstiebavani. U prurith
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rezistentnich na 1é¢bu sekvestranty se uziva rifampicin. V nékterych piipadech se v 1écbé
uplatiuji antagonisté opiatovych receptorii, nejCastéji naloxon, nalmefen a naltrexon.
V neposledni fad¢é se vyuziva antiprugindézniho u¢inku nékterych antidepresiv, jako napf.

sertralinu [3d].
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4. Jaterni transportni systémy a cholestaza

Pii cholestaze dochazi k zménam exprese nebo funkce jednotlivych transportnich
proteini. Tyto zmény mohou byt bud’ primarné¢ vrozené nebo sekundarné ziskané.
U primarné vrozenych zmén je ptic¢inou cholestdzy mutace genu, ktery koduje expresi
ptislusného transportéru. V téchto ptipadech se nejcastéji jednad o rizné typy progresivni
familiarni intrahepatalni cholestazy (PFIC), benigni rekurentni intrahepatalni cholestazy
(BRIC) nebo cystické fibrozy. Tyto onemocnéni se vyskytuji pomérné ziidka a nejCastéji
se manifestuji v détstvi a jsou charakteristicka zavaznym prub¢hem [3d] [19].

Naproti tomu sekundarné ziskané zmény exprese nebo funkce transportéra jsou ve
vetsSin€ navozeny az jako nasledek cholestazy, kterd je spojena napi. s PBC, PSC, ECC,
cholelithidzou a dalsi. V nékterych piipadech mohou latky s cholestatickym efektem
primarn¢ inhibovat expresi nebo funkci danych transportér, diky ¢emuz je navozena
cholestaza. Mezi latky s cholestatickym efektem patii napt. cyklosporin A, rifamycin,

glibenklamid a dalsi [19].

4.1. Adaptivni odpovéd’ transportnich proteinii pri cholestaze

Adaptacni zmény pii cholestdze zajiStuji ochranu hepatocytli pred toxickym
pusobenim jednotlivych slozek zluéi, zejména ZluCovych kyselin a bilirubinu. K t€émto
zménam se ftadi jednak zmény exprese transportérii v hepatocytech, ale takeé
indukce/inhibice enzymd, podilejicich se na metabolismu Zzlu¢ovych kyselin [19] [44].

Pii cholestaze dochazi k inhibici zejména CYP7A1 a CYP8B1 (isoformy
cytochromu P 450), které katalyzuji syntézu zlucovych kyselin. Dale dochazi k indukci
enzymi, podilejicich se na biotransformaci Zlucovych kyselin. Kenzymim faze I
biotransformace patii CYP3A4 a CYP2B6. Mezi enzymy faze Il biotransformace patii
UGT2B4 (UDP-glukuronosyltransferaza 2B4) a SULT2A1 (SULT je sulfotransferaza
2Al). Diky indukci téchto enzymul je sniZzena toxicita a zaroven urychlena exkrece
Zlucovych kyselin [2] [44].

Dalsi anticholestaticky pusobici reakci je zména exprese transportéri na
bazolaterdlni a kanalikuldrni membrané. SniZzena exprese bazolaterdlnich transportéri
NTCP a OATP se vyskytuje u cholestaz extrahepatalnich a cholestaz pii septickych
stavech [2] [26]. U cholestaz spojenych s expozici prozanétlivych cytokint IL-6 a TNF-a
byla prokazana snizena exprese OAT2 a OCT1 [45]. V pozdnich stadiich PBC dochazi
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k indukci transportéri MRP1, MRP3, MRP4, MRP5, MRP6 a OSTa/B, které zajist'uji
transport zlu¢ovych kyselin a bilirubinu do systémové cirkulace a jejich naslednou exkreci
ledvinami. U pacient s PBC dochazi ke zvysené expresi BCRP a MDR1 proteinu. Naproti
tomu nebyly u téchto pacientti pozorovany zadné zmény v expresi BSEP, MRP2 a MDR3
proteint [44] [46] [47]. Exprese BSEP a MRP2 je u vétSiny cholestatickych onemocnénich
zachovana, ale v nékterych pfipadech, zejména u cholestazy pfi septickych stavech

a 1ékoveé navozené cholestazy miize byt jejich exprese sniZena [2].

Hepatocyt |

locT1
|oar2

|oatp

InTep

Obr. 6. Zména exprese transportéri pri cholestaze. Pfevzato a upraveno z [2].

Vyznamnou ulohu V adaptivni regulaci cholestdzy maji nuklearni receptory.
Zejména se jedna o FXR (,,Farnesoid X receptor), PXR (,,Pregnane X receptor*) a CAR
(,,Constitutive androstane receptor”). Aktivaci FXR receptoru zlucovymi kyselinami
dochazi k indukci exprese BSEP, MDR3 a MRP2. Naproti tomu je sniZzena exprese NTCP
a CYP7Al a CYP8BL1 [42] [48]. PXR vaze fadu xenobiotik a jeho aktivaci je navozena
zvysend exprese MRP3 a CYP enzymu, zejména CYP3A [1]. Aktivaci CAR jsou
indukovany enzymy (napt. SULT2A1), které se podileji na biotransformacnich reakcich a

V neposledni fadé je také zvySena exprese MPR4 [1] [42].
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5. Zadani — cile diplomové prace

Cilem ptedlozené diplomové prace bylo ovéfeni cholestatického poskozeni jater
prostiednictvim biochemické analyzy plazmy a analyzy exprese hlavnich jaternich

transportnich proteint (Ntcp, Oatplad, Bsep, Mrp2, Mrp3, Mrp4) pro uptake a eflux latek
na arovni mRNA.
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6. Metodika

6.1. Pokusna zvirata

Pokusnym modelem byli potkani kmene Wistar, kteti vazili 280 — 320
g (Konarovice, Ceska Republika). Potkani byli rozdéleni do dvou skupin:

e LPS-K - kontrolni skupina s i.p. aplikaci fyziologického roztoku (n = 6)
e LPS - zvifata s i.p. aplikaci lipopolysacharidu (n = 6)

LPS skupiné¢ zvifat byl podan lipopolysacharid izolovany ze Salmonella
Typhimurium, v davce 4 mg/kg i.p. a nasledn¢ za 12h byla zvitata usmrcena exsanguinaci
z biis$ni aorty. Aplikaci endotoxinu byla navozena intrahepatalni cholestaza. Po ukonceni
experimentu byla jatra okamzité vyjmuta, zchlazena tekutym dusikem a uloZena pii -80 °C.
Vzorky plazmy byly ziskany centrifugaci vzorka krve pti 3000 g po dobu 5 min a nasledné
zamrazeny pii -80 °C.

Béhem celého experimentu byla zvifata umisténa v Centralnim vivariu Lékaiské
fakulty v Hradci Kralové, pii podminkach: 12h stfidavy rezim svétlo/tma s dostateCnym
pfijmem vody a potravy a za teploty vzduchu 22 + 2°C. VSechny experimenty byly
schvaleny etickou komisi Lékaiské fakulty v Hradci Kralové a fadné provedeny v souladu
S pokyny uvedenymi ve vyhlaSce ¢. 207/2004 Sb. o ochrané, chovu a vyuziti pokusnych

zvirat.

6.2. Biochemicka analyza

Béhem experimentu byla méfena koncentrace bilirubinu a aktivita GMT, AST,
ALT, ALP v plazmé na Ustavu klinické biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice
v Hradci Kralové pomoci piistroje Cobas Integra ® 800 (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) podle instrukci udanych vyrobcem. Jednotlivé frakce zluCovych kyselin byly
vyhodnocovany na Ustavu lékatské biochemie a laboratorni diagnostiky, 1. lékaiské
fakulty Univerzity Karlovy v Praze pomoci piistroje GC/MS (plynova chromatografie
HP6890/hmotnostni spektrometrie HP5973 od Agilent, USA). V uvodu byly Zlucové
kyseliny extrahovany methanolem a vodou a nasledné¢ probéhla hydrolyzace
konjugovanych zlucovych kyselin. V dalsi fazi byly volné Zlucové kyseliny extrahovany

od hydrolyzatu a nasledné¢ methylovany a sializovany.
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6.3. qRT-PCR

Exprese Ntcp, Oatpla4d, Bsep, Mrp2, Mrp3 a Mrp4 mRNA byla studovana pomoci
metody qRT-PCR za pouziti 7500HT Fast Real-Time PCR systému (Applied Biosystems,
Foster City, USA). RNA byla izolovana z potkanich jater pomoci TRIzol reagentu (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) pomoci pfistroje QIAcube (QIAgen, USA). Koncentrace
RNA byla stanovena méfenim absorbance pii 260 nm a jeji Cistota pomérem absorbance
pfi 260 a 280 nm za pouziti NanoDrop ND-1000 spektrofotometru (BioTech a.s., CR).
Nasledn¢ byla RNA pievedena do c¢cDNA pomoci High Capacity cDNA Reverse
Transcription KITu (Applied Biosystems, Foster City, USA). Celkova reak¢éni smés
obsahovala 50 ng analyzované cDNA. Amplifikace jednotlivych vzorkd byla uskute¢néna
v triplikatorech pomoci TagMan® Fast Universal PCR Master Mix a TagMan® Gene
Expression Assay pro Ntcp (Slcl0al, Rn00566894 ml), Oatplad (Slcola4,
Rn00756233_ml), Bsep (Abcb, Rn00582179_ml), Mrp2 (Abcc2, Rn00563231_ml), Mrp3
(Abcc3, Rn00589786_ml) a Mrp4 (Abcc4, Rn01465702_ml), pti¢emz vse bylo dodano
firmou Applied Biosystems (Foster City, USA). Teplotni profil ve ,,fast“ modu byl 95 °C
po dobu 20s; 40 cyklt: 95 °C po dobu 3 s a 60 °C po dobu 30 s. K normalizaci byly
pouzity 2 referen¢ni geny geNorm podle [49], GAPDH (,,Glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenaza‘®) (4352338E, Applied Biosystems, Foster City, USA), a Ywhaz (Tyrozin
3-monooxygenaza/tryprofan 5-monooxygendza aktivacni protein, zeta polypeptid)
(GENERI BIOTECH s.r.0., Hradec Kralove, CR). Hodnoty exprese kazdého vzorku byly
ziskany pomoci dfive popsané metody [50]. Nejprve byla data normalizovana
geometrickym primérem exprese GAPDH a Ywhaz a nasledné byla stanovena relativni

exprese mezi kontrolni a cholestatickou skupinou porovnanim normalizovanych dat.

6.4. Statisticka analyza

Data ziskana z experimentu jsou vyhodnocena jako primér + SEM (stiedni chyba
praméru) pro 6 zvifat v obou skupinach. Statistickd analyza vysledkt byla provedena
neparovym t-testem pomoci GraphPad Prism 5.0 software (San Diego, Kalifornie, USA).

Za statisticky vyznamnou byla povazovana hodnota p<0,05.
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7. Vysledky

7.1. Biochemicka analyza

Vysledky biochemické analyzy plazmy jsou uvedeny v tabulce 1. VSechny uvedené
parametry vykazovaly zvySené hodnoty u skupiny zvifat s aplikaci lipopolysacharidu
(LPS) v porovnani s kontrolni skupinou (LPS-K). Statisticky vyznamné zvysené hodnoty
byly zjistény u zlucovych kyselin, ALP a GMT. U zluc¢ovych kyselin doslo ke zvySeni
koncentrace na 818 %, aktivita ALP byla zvysena na 311 % a aktivita GMT na 2167 %.

Tab. 1:Biochemické analyza plazmy.

LPS-K LPS
Celkovy bilirubin (umol/l) | 2,5 + 0,22 93+34
Konjug. bilirubin (umol/l) | 1,2+0,17 30+1,6
Zlugové kyseliny (umol/l) | 7,7 + 1,4 63127
ALT (ukat/l) 0,59 + 0,027 15+8,2
AST (pkat/l) 2,2+037 16+7,7
ALP (ukat/l) 1,8+ 0,055 56+0,71
GMT (ukat/I) 0,012 +0,0017 0,26 + 0,050

Hodnoty jsou uvedeny jako primeéry £ SEM. LPS-K, kontrolni skupina zvitat; LPS, skupina zvitat
s aplikaci lipopolysacharidu (n = 6 v kazdé skupin€); *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

7.2. qRT-PCR

Vysledky PCR analyzy mMRNA jsou zobrazeny na obrazku 7. Statisticky vyznamné
snizeni hladiny mRNA na 4,6 % bylo pozorovano u Ntcp transportéru a dale u Oatpla4
transportéru na 2,2 % v porovnani s LPS-K skupinou (Obr. 7 A/B). U obou kanalikularnich
proteinii byla pozorovana snizena hladina mRNA. Hladina Bsep mRNA byla sniZena na
25 %, hladina Mrp2 mRNA na 1,7 % v porovnani s kontrolni skupinou zvitat (Obr. 7 C/D).
U Mrp3 a Mrp4 bazolaterdlnich transportnich proteinii nebyla prokdzana signifikantni
zména hladiny mRNA u LPS skupiny zvitat oproti LPS-K skupiné (Obr. 7 E/F).
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Obr. 7. Zmény hladin mRNA Ntcp, Oatplad, Bsep, Mrp2, Mrp3 a Mrp4 transportnich proteint.
LPS-K, kontrolni skupina zvitat; LPS, skupina zvitat s aplikaci lipopolysacharidu (n = 6 v kazdé
skupin¢); data vyjadiena jako pramér £ SEM; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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8. Diskuze

Cholestaza je jaterni onemocnéni, nejcastéji charakterizované narusenym
fyziologickym tokem Zluci. Tento patologicky stav je spojen se strukturalnimi a/nebo
biochemickymi zménami v jatrech ¢i zlucovych cestach, pti kterych dochazi k modulaci
funkce a/nebo exprese jednotlivych mechanismii podilejicich se na tvorbé zluci [44].

Béhem cholestdizy dochazi k zdsadnim zméndm transportnich systémi
lokalizovanych na membranach hepatocytu, jejichz spravna funkce je velice Gzce spjata
s fyziologickym tokem zluci. Pozorovani patologickych stavi téchto transportéri
umoznuje detailni pochopeni a identifikaci alternativnich mechanismi pfi cholestatickych
jaternich onemocnénich [2].

V této diplomové praci byl sledovdn vliv lipopolysacharidu, endotoxinu
izolovaného ze Salmonella Typhimurium na jednotlivé transportni proteiny. Soucasné byly
sledovany zmény biochemickych parametrii v plazmé béhem intrahepatalni cholestazy.

Intrahepatalni cholestaza navozena aplikaci lipopolysacharidu zésadné ovliviiuje
biochemické parametry plazmy. Pii cholestatickych jaternich onemocnénich dochazi ke
kumulaci jednotlivych slozek Zlue, pfi¢emZ v na$i studii jsme sledovali plazmatické
hladiny celkového a konjugovaného bilirubinu a zlucovych kyselin [27]. ZvySena hladina
ZluCovych kyselin poskozuje jaterni tkdn a vede k produkci reaktivnich kyslikovych
sloucenin (ROS). Naproti tomu, zvySend plazmaticka hladina jak konjugovaného, tak
nekonjugovaného bilirubinu plsobi protektivné proti vzniklému oxida¢nimu stresu v
jatrech a do jisté miry kompenzuje toxicky ucinek zlu¢ovych kyselin [51]. Pfi cholestaze
dochazi k indukci hemoxygenazy-1 (HO-1), ktera je klicovym enzymem pii syntéze
bilirubinu. AvSak nadmérné indukce tohoto enzymu muzZe jaterni tkan vyznamné poskodit
[51] [52].

Aplikace lipopolysacharidu vedla v této studii k poSkozeni jaterni tkané, coz
vysvétluje pozorovanou zvysSenou aktivitu transamindz, respektive ALT a AST u LPS
skupiny zvifat. AST enzym neni pfitomen pouze v jatrech, ale také napf. v srdecni
svaloving, ledvinach, mozku a dalSich. Naproti tomu ALT je pfevazné lokalizovan v
jatrech a jeho zvySeni je vice specifické. Ve vysledku je tedy nutné podotknout, Ze pro
dikaz jaterniho poSkozeni je relevantni zvySeni plazmatickych hladin obou transaminaz
[53] [54].

Dals$im vyznamnym biochemickym parametrem v nasi studii byl enzym ALP, jehoz

zvysena aktivita je jednim z hlavnich ukazatelti cholestazy. Tento enzym je lokalizovan na
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apikalnim polu hepatocytl a cholangiocytii a je v pfimém kontaktu s transportéry, které
zastupuji zdsadni roli ve tvorbé zlu¢i. Navzdory klinické a patologické vyznamnosti,
funkce a role tohoto enzymu v progresi cholestatickych jaternich onemocnénich je stale
neznama [55].

GMT je biochemicky ukazatel, ktery je lokalizovan dominantné¢ v jatrech
a spolecn¢ se zvysenou aktivitou ALP deklaruje cholestaticka jaterni poskozeni. Samotna
zvySena aktivita ALP nemusi nutné svédCit pouze pro onemocnéni jater, ale muze
poukazovat na onemocnéni v dalSich organech, ve kterych se tento enzym nachazi, tj.
v kostech, tenkém stievé, ledvinach, leukocytech a dalsich [54] [56].

Lipopolysacharid zvySuje produkci prozanétlivych cytokinti, jako napt. IL-1p,
TNF-a a IL-6 v Kupfferovych bunkach a soucasné je zvysSena produkce oxidu dusnatého
(NO) prostiednictvim indukce NO-synthazy (iNOS) v hepatocytech a Kupfferovych
bunkach. Tyto cytokiny jsou povazovany za hlavni mediatory snizeni hladin mMRNA Ntcp,
Oatplad, Mrp2 a Bsep transportérti. Rozsahlé studie [57]-[63] prokazaly, ze snizeni hladin
transportérii je velice vyznamné spjato se snizenou funkci nebo mnozstvim nukledrnich
transkripénich faktord, jako napt. HNF-1a, HNF-4a (,,Hepatocytes nuclear factors®) nebo
nuklearnich receptorit (PXR, FXR, CAR) [27].

HNF-1 se vyskytuje ve dvou izoformach, tj. HNF-1o a HNF-1p. HNF-1a se
predominantné vyskytuje v jatrech, ale dale také v epitelidlnich buiikdch proximalnich
tubult ledvin, Zaludku, tenkém stfevé a dalSich. HNF-1a se pfimo podili na regulaci
exprese Ntcp a Oatp transportéri a dale zastupuje vyznamnou roli v regulaci exprese FXR,
ktery se podili na transkripcni regulaci Bsep, Mrp2 a Mdr3. Vyznamnou roli v regulaci
exprese  HNF-1 zastupuje HNF-4, ktery negativni zpétnou vazbou inhibuje prvy
jmenovany nuklearni faktor [23] [42].

Pii cholestaze dochazi ke kumulaci Zluce v jatrech, pficemz jsou aktivovany
anticholestatické obranné reakce, které maji za cil snizit jeji mnozstvi v tomto organu.
Dochazi k indukei bazolateralnich transportnich proteint, jako napi. Mrp3, Mrp4 a Osta/p,
avsak zanétlivé stavy mohou indukci transportéri utlumit. Tento jev by mohl vysvétlovat
mirné snizeni hladiny mRNA Mrp3 [64]. Transportér Mrp4 vykazoval mirn¢ zvysenou
hladinu mRNA, jak jiz bylo publikovano diive [25].

V této studii byla pozorovana snizena hladina Ntcp a Oatplad mRNA, coz je na
reakci s cilem zamezit nadmérnému vychytavani zlucovych kyselin do hepatocytii, coz

nasledné snizuje jejich kumulaci v jatrech. Dale byla pusobenim lipopolysacharidu
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pozorovana snizend hladina Bsep a Mrp2 mRNA, ¢imz dochézi k vyznamnému omezeni
moznosti transportu Zluce pies kanalikularni membranu a jejimu naslednému vylouceni do
duodena. Vyznamnou roli zde sehravaji bazolateralni transportni proteiny, zejména Mrp 1,
3,4,5 a6 ataké OST o/, které poskytuji alternativni cestu vylucovani zluce z jater a jeji
naslednou eliminaci ledvinami. V této studii nebyla sledovana zména exprese vsech
efluxnich bazolateralnich proteinti, nicméné lze predpokladat, Ze by aplikace

lipopolysacharidu vedla k indukci jejich exprese [44] [46] [65] [66].
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9. Zavér

V této diplomové praci jsme se zabyvali vlivem cholestatického poSkozeni jater na
biochemické parametry v plazmé¢ a zmény exprese hlavnich jaternich transportérii pro
uptake (Ntcp, Oatpla4d) a eflux (Bsep, Mrp2, Mrp3, Mrp4) latek na trovni mRNA.

Z biochemické analyzy plazmy vyplyva, ze aplikace lipopolysacharidu navodila
cholestatické jaterni poSkozeni, které se projevilo statisticky vyznamné zvySenymi
hladinami ZluCovych kyselin a aktivitami enzymu ALP a GMT. Uvedené zmény
biochemickych parametrii jasn¢ prokazuji ptitomnost cholestazy.

Dale byl sledovan vliv lipopolysacharidu na expresi mRNA jednotlivych
transportéri. Byl pozorovan statisticky vyznamny pokles hladin mRNA Ntcp, Oatpla4,
Bsep a Mrp2 transportnich proteini. Snizend exprese mMRNA zminénych transportérii
odpovida cholestatickému poskozeni jater.

Zavérem lze konstatovat, ze biochemickou analyzou plazmy a PCR analyzou

exprese MRNA v hepatocytech bylo prokazano cholestatické poskozenti jater.
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