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Jatra jsou zivotné dulezitym organem zajistujicim fadu homeostatickych funkci. Stézejni
uloha jater je pii tvorbé a sekreci zIuci, vychytavani, detoxikaci a vylu¢ovani endogennich latek
a xenobiotik.

Tvorba zluce je dulezita jak pro absorpci lipidii ve stfevé, tak pro vylucovani rtiznych
endogennich latek a xenobiotik (napf. zluCové kyseliny, bilirubin, cholesterol, fosfolipidy a
1é¢iva). Tato funkce je vyrazné porusena béhem extrahepatalni a intrahepatalni cholestazy, tj.
stavu charakterizovaném castecnou nebo uUplnou zéastavou toku zluce. Dochazi k jaterni a
nasledné i K systémové kumulaci toxickych latek typu ZluCovych kyselin a bilirubinu, které
mohou v zavislosti na intenzit€ a dobé trvani cholestdzy podminit vazné poskozeni organizmu.
Ve snaze kompenzovat vzniklou situaci se aktivuji tzv. spontdnni anticholestatické obranné
mechanizmy, jejichz tcelem je zmirnit stav pomoci alesponl castecného presmérovani exkrece
danych latek z jater do ledvin. Podstatou tohoto procesu je zména exprese, lokalizace a funkce
odpovédnych transportnich proteini v jatrech a ledvinach. Druhym mechanizmem, ktery
vyznamné ovliviiuje tvorbu Zlu€e a pohyb latek mezi krvi a Zluci, je tzv. hematobilidrni bariéra
tvofena intercelularnimi kontakty typu ,,tight-junctions (t€sné spoje) a ,,gap-junctions*. Zatimco
,,gap-junctions® slouzi k vyméné latek mezi bunkami, ,.tight-junctions® tvofi pravé tu bariéru
mezi krvi a zlu¢i, jejiz kvalita spolu s transportnimi procesy na hepatocytech tidi tvorbu Zluce. Je
prokazano, ze tésné spoje reguluji pohyb iontl, vody arozpusténych latek paracelularnimi
prostory mezi hepatocyty.

V ramci této dizertaéni prace byly studovany oba mechanizmy odpovédné za tvorbu a
sekreci Zlu€e — transportni proteiny a hematobilidrni bariéra. Dale byly studovany akutni a
chronickou obstrukéni cholestazou navozené zmény exprese transportéru a integrity
hematobiliarni bariéry a zmény farmakokinetiky 1éCiv, které jsou substraty pro vybrané
transportni proteiny. V prvni studii jsme se zaméfili na sledovani zmén biliarni a rendlni exkrece
rhodaminu 123, substratu P-glykoproteinu (P-gp), u potkant s akutni a chronickou obstrukéni
cholestazou navozenou podvazem zlucovodu v trvani jednoho a sedmi dni. Jiz v mnoha studiich
byla potvrzena zvySena exprese P-gp na tirovni mRNA 1 proteinu béhem obstrukcni cholestazy.
Jde prakticky o jediny znamy kanalikularni efluxni transportér, jehoZz exprese je béhem tohoto
patologického stavu indukovand. Jednim z moznych vysvétleni je pokles koncentrace jeho
substrati v hepatocytech a nasledn¢ i na kanalikularni membrané v disledku snizené exprese
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la4“ (Oatplad) transportéru pro vychytavani latek z krve. Tento fakt by mohl i ¢aste¢né vysvétlit
nesrovnalost mezi zvySenou expresi P-gp a nezménénou, resp. sniZzenou bilidrni exkreci
rhodaminu 123. Porovnanim renalni a biliarni exkrece bylo zjisténo, ze rhodamin 123 je
vylucovan predevsim ledvinami, zatimco jatra ptispivaji k jeho exkreci do zluce jenom z 23 %.
Pozorovana snizena produkce zluci a bilidrni exkrece rhodaminu 123 béhem akutni cholestazy a
zachovana exkrece do zluce béhem chronické cholestazy je v rozporu se zvySenou expresi P-gp
v jatrech. Céstetné Ize tento fakt vysvétlit na zakladé fyzikalné-chemickych vlastnosti 1é¢iva.
Jednd se o flourescen¢ni barvivo, které za fyziologického pH nese kladny naboj. Navzdory
predpokladu, Zze rhodamin 123 vstupuje do hepatocytu pasivni difuzi, je nutno, vzhledem k jeho
castecné rozpustnosti ve vodé, také pocitat s prispévkem aktivniho transportu pies bazolateralni
membranu hepatocytu zprostfedkovaného Octl transportérem. DalSim vysvétlenim zvySené
exprese P-gp béhem cholestazy je zvysend kumulace lipofilnich endogennich i exogennich latek,
které prostupuji bazolaterdlni membranou hepatocytli predevsim pasivni difuzi a nasledné
aktivuji nuklearni faktory (CAR, PXR), které reguluji expresi P-gp. Rhodamin 123 je aktivné
vyluCovan do moce prostiednictvim P-gp a zmény v expresi tohoto transportéru jsou
doprovdzeny zménami V rendlni tubuldrni sekrecni clearance jeho substrati. Béhem akutni
cholestazy byla tubularni sekre¢ni clearance rhodaminu 123 a exprese P-gp zachovana, coz bylo
vysvétleno jiz dfive prokazanym nefroprotektivnim efektem cytokind. Snizenou renalni exkreci a
clearance rhodaminu 123 b&hem chronické cholestazy lze vysvétlit snizenou expresi P-gp. V této
studii pouzity model extrahepatalni cholestazy s obnovenym tokem zlu¢i poskytuje moznost
studia funk¢nich nasledkid cholestazy pro farmakokinetiku a farmakodynamiku endogennich
latek i xenobiotik.

Druhd prace se zabyva sledovanim zmén permeability hematobiliarni bariéry za pouziti
rhamné6zo/melibiézového permeabilitniho testu béhem akutni obstrukéni cholestazy navozené u
potkanti podvazem zlucovodu v trvani jednoho dne. Biliarni exkrece obou cukri byla zvysena
béhem prvnich 60 minut experimentu (z celkovych 240 minut) po jejich i.v. aplikaci. V ptipadé
kumulativni biliarni exkrece byl pomér rhamnoza/melibidza zvySeny béhem celého experimentu.
Biliarni exkrece byla v porovnani s rendlni eliminaci obou cukri zanedbatelnd. V piipad¢ i.v.
aplikace rthamnozy probiha exkrece predevsim ledvinami s 65% podilem u potkant a 74%
podilem u lidi. Pfedpoklada se, Ze zbytek aplikované davky rhamnozy je metabolizovéan na rozdil
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Z podané davky a exkrece melibiozy 71 % z podané davky s vysoce ptevazujicim podilem
renalni exkrece. U obou cukrli nebyla exkrece do moce ovlivnéna akutni cholestazou. Z poméru
koncentrace plazma/zlu¢ rhamnézy vyplyva, ze rhamnédza prochédzi hepatocyty podobné jako
enterocyty prostfednictvim pasivni difuze a ze se rychle vyrovnavaji jeji koncentrace mezi
plazmou a nové vytvoienou zluci. Z vysledku studie vyplyva, Ze nami zvoleny permeabilitni test
je vhodny pro studium zmény integrity hematobiliarni bariéry béhem akutni cholestazy
U potkand. Tento test prokdzal, Ze hematobiliarni bariéra je vice propustnd béhem akutni
cholestazy a toto poSkozeni lze spolehlivé méfit béhem prvnich 60 minut po podéani obou cukru.
Ve teti studii jsme se zaméfili na sledovani zmén farmakokinetiky metotrexatu (MTX)
za pouziti in vivo modelu extrahepatalni (podvaz zlu¢ovodu v trvani jednoho a sedmi dni) a
intrahepatalni cholestazy (aplikace lipopolysacharidu, LPS) u potkani spolecné se sledovanim
zmén exprese zakladnich transportéri pro MTX na Grovni mRNA i proteinu. Paralelné byla
hodnocena kinetika konjugovaného bilirubinu, endogenniho substratu Mrp2, ktera se bézné
pouziva pro posouzeni zavaznosti cholestazy. U lidi je bilidrni exkrece odpovédnd za eliminaci
10-30 % z aplikované davky MTX. Prispévek transportnich proteint v jatrech na exkreci MTX
se vSak zdd byt znaéné vyssi, jelikoz pomér bilidrni/rendlni exkrece je 0,94, coZz naznacuje
vyznamnou enterohepatalni cirkulaci a aktivni reabsorpci 1é€iva z gastrointenstinalniho traktu.
Nékteré kinetické studie naznacuji, Ze biliarni exkrece 1é€iv je b€hem extrahepatalni cholestazy
poSkozena. Také vtéto studii byla biliarni exkrece a biliarni clearance MTX béhem
extrahepatalni cholestazy snizena, coz vedlo k vyznamnému poklesu jeho systémové clearance.
V porovnani s extrahepatalni cholestdzou nebyl pokles biliarni clerance u intrahepatalni
cholestazy tak vyrazny. Zména exprese transportéri pro MTX v jatrech castecné odpovida
zmé&nam biliarni eliminace 1é¢iva. Konkrétné se jedna o tyto transportéry: (1) pro import MTX
do hepatocytii — ,,Organic anion transporting polypeptide 1al, 1a4 a 1b2* (Oatplal, Oatplad a
Oatplb2); (2) pro exkreci MTX do zluée — ,,Multidrug resistance-associated protein 2 (Mrp2) a
,,Breast cancer resistance protein“ (Bcrp); (3) pro exkreci MTX z hepatocyti zpét do plazmy -
,,Multidrug resistance-associated protein 3 a 4 (Mrp3 a Mrp4). Zmény exprese transportérii na
urovni proteinu koreluji se zménami na Gtrovni mRNA, coz sveéd¢i pro transkripéni regulaci jejich
exprese béhem extrahepatalni cholestazy. Aplikace LPS vedla ke zménam exprese transportérti
vétSinou na urovni mRNA. Pouze Oatplb2 a Mrp3 byly ovlivnény na Grovni proteinu. Ackoli

vedla obstrukéni cholestaza ke zvySeni rendlni exkrece MTX, rendlni clearance lé¢iva byla



zvysena nesignifikantné. To dokazuje, ze zvySena exprese rendlnich efluxnich transportéra (napf.
Mrp2) neni schopna kompenzovat syst¢émovou kumulaci latek typu organickych aniontti béhem
extrahepatdlni cholestdzy. Na druhou stranu miize indukce Mrp2 chrédnit buniky proximalnich
tubuld pred kumulaci MTX, a tak pfispivat k nefroprotektivnimu efektu akutni cholestazy.
Zvysena exprese bazolateralniho efluxniho transportéru Mrp3 v ledvindch muze podpofit tento
efekt. Naproti tomu intrahepatalni cholestaza vedla ke snizené expresi Mrp2 a Mrp3 v ledvinach.
Navic byla za tohoto patologického stavu pozorovana snizena glomerularni filtrace. Proto by
mohlo byt vyznamné snizeni renalni clearance MTX pfipisovano nejen zmeéné exprese
transportért, ale predevSim snizené perfuzi ledvin. Pfedpokladanym piivodcem tohoto stavu je
produkce cytokinli navozena aplikaci LPS v ledvinach. V zavéru lze konstatovat, Ze zmény
farmakokinetiky MTX a odpovidajici zmény exprese transportéri ukazuji na vyznamné

odli$nosti dvou Siroce pouzivanych modeli cholestazy.



