
Univerzita Karlova v Praze 
Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra farmakologie a toxikologie 

STUDIUM LÉKOVÝCH INTERAKCÍ NA ÚROVNI 

JATERNÍCH A RENÁLNÍCH TRANSPORTNÍCH 

PROTEINŮ 

 

Dizertační práce 

Mgr. Leoš Fuksa 

Školitel: Doc. PharmDr. František Štaud, Ph.D. 

Doktorský studijní program: Farmakologie a toxikologie 

 

Hradec Králové 

2010 



 
 

2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prohlašuji, že tato práce je mým původním autorským dílem, které jsem vypracoval 

samostatně. Veškerá literatura a další zdroje, z nichž jsem při zpracování čerpal, jsou 

uvedeny v seznamu literatury a v práci řádně citovány. 

 

 

 

                        Leoš Fuksa 

 



Poděkování 

 

 
 

3 

Poděkování 

Na tomto místě bych rád poděkoval všem, kteří mi pomáhali během studia 

a nemalou měrou tak přispěli i k této práci. 

 

Na prvním místě bych chtěl vyjádřit poděkování školiteli-specialistovi 

Doc. MUDr. Stanislavu Mičudovi, Ph.D., který mě svým odborným a současně 

přátelským přístupem vedl během studia a jehož rady a připomínky mi byly vždy 

přínosem. 

Můj veliký dík patří také školiteli Doc. PharmDr. Františku Štaudovi, Ph.D. za 

veškerou pomoc, rady, připomínky a podněty k zamyšlení. 

Poděkovat bych chtěl Mgr. Evě Brčákové, Ph.D. za její přátelský přístup 

a podnětnou spolupráci při řešení problematiky studia a dále MUDr. Jolaně Cermanové, 

Ph.D. za cenné rady a zkušenosti, které mi předávala.  

Dále děkuji Prof. MUDr. Ji řině Martínkové CSc. a Prof. MUDr. Vladimíru 

Geršlovi, CSc. - bývalé a současnému přednostovi Ústavu farmakologie Lékařské fakulty 

v Hradci Králové, za umožnění mi studovat a působit na jejich pracovišti a za podporu 

vědeckou i osobní. 

Poděkování náleží také všem ostatním spolupracovníkům a kamarádům z Ústavu 

farmakologie Lékařské fakulty UK i Katedry farmakologie a toxikologie Farmaceutické 

fakulty UK za vytvoření vlídného a přátelského pracovního prostředí. 

V neposlední řadě patří poděkování i mé rodině za podporu, kterou mi během 

studia projevovala. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tato dizertační práce byla finančně podpořena výzkumným záměrem MŠMT 

0021620820 a granty COST 1P05OC061 a GA UK 116807/C/2007. 



Obsah 

 
 

4 

Obsah 
 
PODĚKOVÁNÍ ............................................................................................................................................... 3 

OBSAH............................................................................................................................................................. 4 

SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK............................................................................................................ 6 

ÚVOD ............................................................................................................................................................... 7 

1. PROBLEMATIKA FARMAKOKINETICKÝCH LÉKOVÝCH INTERAKCÍ ............................................................ 8 

2. VÝZNAM AKTIVNÍHO TRANSPORTU PRO FARMAKOKINETIKU LÉČIV ........................................................ 8 

2.1. SLC transportní proteiny.......................................................................................................... 9 

2.2. ABC transportní proteiny ....................................................................................................... 13 

3. ÚLOHA TRANSPORTÉRŮ V ELIMINACI LÉČIV V  JEDNOTLIVÝCH ORGÁNECH........................................... 16 

3.1. Transportní procesy v játrech ................................................................................................ 16 

3.2. Transportní procesy v ledvinách ............................................................................................ 19 

3.3. Transportní procesy ve střevě ................................................................................................ 21 

3.4. Bariérové funkce transportérů (mozek, placenta, gonády)..................................................... 22 

4. FAKTORY OVLIVŇUJÍCÍ EXPRESI A FUNKCI TRANSPORTÉRŮ JAKO ZDROJ LÉKOVÝCH INTERAKCÍ........... 24 

5. MOŽNOSTI VÝZKUMU LÉKOVÝCH INTERAKCÍ NA ÚROVNI AKTIVN ÍHO TRANSPORTU............................. 27 

5.1. Metody in vitro ....................................................................................................................... 28 

5.2. Metody in situ/ ex vivo............................................................................................................ 29 

5.3. Metody in vivo ........................................................................................................................ 29 
5.3.1. Farmakokinetická analýza .................................................................................................. 30 

CÍLE PRÁCE ................................................................................................................................................ 33 

PODÍL NA JEDNOTLIVÝCH PUBLIKACÍCH .................. ..................................................................... 35 

SEZNAM POUŽITÉ LITERATURY ......................................................................................................... 38 

 

FYZIOLOGICKÁ FUNKCE MRP2 .............................................................................................................. 50 

MORPHOLOGICAL AND FUNCTIONAL CHANGES IN P-GLYCOPROTEIN DURING 

DEXAMETHASONE-INDUCED HEPATOMEGALY................................................................................ 59 

ZONATION OF MULTIDRUG RESISTANCE-ASSOCIATED PROTEIN 2 IN RAT LIVER AFTER 

INDUCTION WITH DEXAMETHASONE.................................................................................................. 68 

AMIODARONE MODULATES PHARMACOKINETICS OF LOW-DOSE METHOTREXATE IN RATS

......................................................................................................................................................................... 75 

UP-REGULATION OF RENAL MDR1 AND MRP2 TRANSPORTERS DURING AMIODARONE 

PRETREATMENT IN RATS........................................................................................................................ 87 

DEXAMETHASONE REDUCES METHOTREXATE BILIARY ELIMINATION AND POTENTIATES 

ITS HEPATOTOXICITY IN RATS............................................................................................................... 95 



Obsah 

 
 

5 

SOUHRN...................................................................................................................................................... 103 

SUMMARY..................................................................................................................................................107 

SEZNAM PUBLIKOVANÝCH PRACÍ.................................................................................................... 111 

1. PŮVODNÍ PRÁCE PUBLIKOVANÉ V ODBORNÝCH ČASOPISECH............................................................... 112 

2. ABSTRAKTY Z MEZINÁRODNÍCH KONFERENCÍ..................................................................................... 114 

3. ABSTRAKTY Z ČESKÝCH A SLOVENSKÝCH KONFERENCÍ...................................................................... 116 



Seznam použitých zkratek 

 
 

6 

Seznam použitých zkratek 

ABC    „ATP binding cassette“  

BCRP  „Breast cancer resistance protein“ – transportér 

BSEP   „Bile salt export pump“ – transportér 

CAR    „Constitutive androstane receptor“ – nukleární receptor 

CYP    izoforma cytochromu P450 

FXR    „Farsenoid X receptor“ – nukleární receptor 

MDR   „Multidrug resistance proteins“ – podrodina ABC transportérů 

MRP  „Multidrug resistance-associated proteins“ – podrodina ABC transportérů 

NTCP  „Na+-taurocholate cotransporting polypeptide“ – polypeptid transportující 

organické aniony 

NSAID  „Non-steroid antiinflammatory drugs“ 

OAT   „Organic anion transporter“ – transportéry organických aniontů 

OATP „Organic anion transporting polypeptide“ – polypeptidy transportující 

organické anionty 

OCT  „Organic cation transporter“ – transportéry organických kationtů 

P-gp    P-glykoprotein (MDR1) 

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 

UGT   Uridin difosfát-glukuronosyl transferázy – enzymy II. fáze biotransformace 
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1. Problematika farmakokinetických lékových interakcí  

Jedním z hlavních předmětů farmakologického pre-/klinického výzkumu jsou 

klinicky významné nežádoucí lékové interakce. Popis a bližší porozumění jejich principům 

může vést k možnostem těmto interakcím předcházet a v konečném důsledku především 

přispět ke zvýšení bezpečnosti farmakoterapie. Farmakokinetické lékové interakce tvoří 

zásadní skupinu lékových interakcí, jejichž důsledkem je změna množství léčiva v místě 

jeho účinku. Současně podávaná léčiva mohou navzájem interagovat na všech úrovních 

kinetických dějů, tj. na úrovni absorpce (především v gastrointestinálním traktu), distribuce 

(kompetice o vazebná místa na plazmatické bílkoviny, ale i ovlivnění aktivních 

transportních procesů), metabolizmu (inhibice/indukce biotransformačních enzymů) 

i exkrece (opět např. modulací aktivního transportu v eliminačních orgánech). Výzkum 

lékových interakcí byl dosud zaměřen zejména na problematiku ovlivnění metabolizmu 

a následných nežádoucích změn v dispozici léčiv, především díky podrobnému hodnocení 

klinicky závažných interakcí působených enzymovou indukcí/inhibicí systému cytochromu 

P450.  

Proto byla v posledních letech zavedena již do raných stádií farmaceutického 

výzkumu řada metod podrobně zkoumajících metabolické a farmakokinetické vlastnosti 

léčiv. Potenciální léčiva jsou během vývoje časně testována na vhodnou solubilitu, 

permeabilitu a metabolickou stabilitu. Díky těmto testům lze u řady nových léčiv 

pozorovat zvýšenou metabolickou stabilitu (mj. neinteragují s jaterními oxygenázami 

včetně cytochromu P450). Důsledkem je přesun k alternativním cestám systémové 

clearance, např. mimojaternímu metabolizmu a ve zvyšující se míře i eliminaci 

zprostředkované aktivními transportéry. Popsaný posun od relativně známých eliminačních 

procesů, především metabolizmu zprostředkovaného cytochromem P450, k novým, méně 

popsaným eliminačním procesům klade další nároky na farmakologický výzkum. 

Metabolicky stabilní nové molekuly léčiv (např. antihypertenzivum aliskiren, antidiabetika 

ze skupiny gliptinů či antimykotika charakteru echinokandinů), eliminované především 

biliární exkrecí nebo aktivní tubulární sekrecí, podléhají řadě aktivních transportních 

procesů. Výzkum potenciální indukce a inhibice těchto procesů je proto klíčový 

k porozumění jejich vlivu na variabilitu kinetiky transportovaných léčiv (Funk, 2008). 

2. Význam aktivního transportu pro farmakokinetiku lé čiv 

Aktivní transport je jedním ze zásadních mechanizmů přestupu endogenních látek 
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i xenobiotik přes fyziologické bariéry představované buď vrstvami buněk, nebo samotnou 

cytoplazmatickou membránou. Vzhledem k tomu, že tyto bariéry jsou na molekulární 

úrovni obvykle tvořeny právě vrstvou polarizovaných buněk (hepatocytů, enterocytů 

apod.), má na propustnost bariér vliv také distribuce transportních molekul na apikální 

(luminální pól) a bazolaterální (krevní pól) části buněčné membrány. Např. unipolární 

lokalizace efluxních ABC (ABC – z anglického „ATP binding cassette“) transportérů je 

stěžejní pro směr a rozsah prostupu léčiv přes fyziologické bariéry většiny orgánů (Ito et 

al., 2005). Transportní proteiny tak zasahují do farmakokinetiky léčiv prostřednictvím 

usnadnění nebo naopak zabránění přestupu léčiv mezi jednotlivými kompartmenty. Tímto 

způsobem výrazně modifikují a v řadě případů i určují kvalitativní i kvantitativní poměry 

na úrovni absorpce, distribuce i exkrece jednotlivých léčivých látek.  

Počet genů kódujících proteiny membránových transportérů u člověka je 

odhadován na téměř 900, což představuje přibližně 3% funkčního lidského genomu 

(Venter et al., 2001). Proteiny kódované těmito geny zastávají v buňkách důležité 

fyziologické úlohy: transportují živiny, odstraňují nepotřebné látky a udržují 

elektrochemický gradient na membránách. Podle počtu současně transportovaných látek 

a směru transportu se transportní děje dělí na uniport (jedna látka), symport (dvě látky 

stejným směrem) a antiport (dvě látky opačným směrem). Dále lze transportní procesy 

rozlišovat podle energetické závislosti. Aktivní transport využívá energii ATP (tzv. 

primárně aktivní transport) nebo elektrochemický gradient spřažené látky (tzv. sekundárně 

aktivní transport), zatímco facilitovaná difúze probíhá pouze ve směru elektrochemického 

gradientu transportované látky (Baynes, 2005). Především na základě těchto parametrů se 

transportéry v současnosti člení do dvou skupin: (i) ABC transportéry  využívající energii 

ATP a (ii) SLC transportéry (z anglického „solute carrier“), které ke své činnosti 

vyžadují elektrochemický gradient substrátu nebo spřažené látky. 

 

2.1. SLC transportní proteiny 

Probíhající intenzivní výzkum především v posledních dvou desetiletích objevil 

a popsal několik rodin transportních proteinů podílejících se na vstupu léčiv do buněk. 

Jedná se o rozsáhlou skupinu transportních proteinů přenášejících substráty po směru 

koncentračního gradientu buď bez závislosti na přísunu energie, nebo využívajících energii 

symportu resp. antiportu dalšího substrátu (sodík, redukovaný glutathion atd.). Pro kinetiku 

léčiv jsou významní zástupci čtyř rodin SLC: NTCP (z anglického „Na+-taurocholate co-
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transporting polypeptide“), OATP (z anglického „Organic anion transporting 

polypeptide“), OAT (z anglického „Organic anion transporter“) a OCT (z anglického 

„Organic cation transporter“) (Zair et al., 2008; Funk, 2008). Jejich stručný přehled 

a substrátovou specifitu nabízí Tab. 1. Značení jednotlivých transportérů vychází 

z mezinárodního konsenzu – označení molekuly proteinu vychází z původního názvu, do 

kterého je v případě existence více zástupců z dané rodiny inkorporován číselný údaj 

o genu; označení genu v současnosti respektuje doporučení vycházející z řešení projektu 

HUGO (HGNC, http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/genefamily/abc.html). 

 

Tab. 1. Transportéry ze skupiny SLC důležité pro kinetiku léčiv  
(upraveno dle Funk, 2008) 

Gen 
(alternativně) 

Protein  
(starší 
označení) 

Endogenní 
substráty  

Exogenní substráty – 
léčiva (příklady) Lokalizace 

SLC10A1  NTCP 
žlučové 
kyseliny 

rosuvastatin, sulindak 
játra, střevo 
(apikálně) 

SLCO1A2 
(SLC21A3) 

OATP1A2 
(OATP-A, 
OATP1) 

estron-3-sulfát, 
žlučové 
kyseliny, T3, 
T4 (hormony 
štítné žlázy) 

digoxin, 
erythromycin, 
imatinib 

játra (apikálně), 
ledviny, střevo, 
mozek 

SLCO1B1 
(SLC21A6) 

OATP1B1 
(OATP-C,  
OATP2) 

žlučové 
kyseliny, 
bilirubin, 
estron-3-sulfát, 
T3, T4 

atorvastatin, 
simvastatin, 
fluvastatin, 
kaspofungin, 
bosentan, 
benzylpenicilin, 
repaglinid, valsartan, 
olmesartan 

játra, střevo 

SLCO1B3 
(SLC21A8) 

OATP1B3 
(OATP-8)  

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

enalapril, rifampicin, 
metotrexát, 
fluvastatin, bosentan, 
valsartan, telmisartan, 
paklitaxel 

játra 

SLCO2B1 
(SLC21A9) 

OATP2B1 
(OATP-B, 
OATP-
RP2) 

estron-3-sulfát 
rosuvastatin, 
fluvastatin, aliskiren, 
benzylpenicilin 

játra, střevo 
(apikálně) 

SLCO4C1 
(SLC21A20) 

OATP-H 
organické 
anionty 

metotrexát, sitagliptin ledviny 

SLC22A1  OCT1 
acetylcholin, 
progesteron, 
kortikosteron  

aciklovir, ritonavir, 
lamivudin, metformin, 
chinidin, verapamil, 
ranitidin, famotidin, 
oxaliplatina 

játra (apikálně), 
řada dalších 
orgánů 
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SLC22A2  OCT2 

organické 
kationty, 
široké 
spektrum  

amantadin, memantin, 
platina, ranitidin, 
vareniklin 

ledviny 
(bazolaterálně), 
řada dalších 
orgánů 

SLC22A4 OCTN1 

organické 
kationty, 
široké 
spektrum 

doxorubucin, 
verapamil, gabapentin 

střevo, ledviny 
(apikálně) 

SLC22A5 OCTN2 
L-karnitin, 
organické 
kationty  

betalaktámová ATB, 
verapamil 

střevo, ledviny 
(apikálně), játra 

SLC22A6  OAT1 
organické 
anionty, široké 
spektrum 

acyklovir, NSAID, 
furosemid, 
mykofenolát 

ledviny, 
placenta 

SLC22A7  OAT2 
prostaglandiny, 
organické 
anionty 

allopurinol, 
diklofenak, paklitaxel, 
salicyláty, 
tetracykliny 

játra, ledviny, 
mozek 

SLC22A8 OAT3 
organické 
anionty, široké 
spektrum 

adefovir, NSAID, 
rosuvastatin, 
sitagliptin, 
mykofenolát 

ledviny 

SLC22A11 OAT4 
organické 
anionty, široké 
spektrum 

NSAID, zidovudin, 
metotrexát 

ledviny 

 

NTCP  

NTCP je klíčovým influxním přenašečem pro konjugované a s nižší afinitou též 

nekonjugované žlučové kyseliny a hraje tak významnou úlohu ve fyziologii jater (Alrefai 

a Gill, 2007). Jeho exprese byla vyjma jater detekována i v buňkách střevního epitelu. 

Význam NTCP pro kinetiku xenobiotik je dle aktuálního stavu poznání relativně malý, 

nicméně byla popsána jeho úloha v transportu NSAID sulindaku a inhibitoru HMG-CoA 

reduktázy rosuvastatinu (Ho et al., 2006; Bolder et al., 1999). 

 

OATP 

Tato skupina transportérů je označována jako zřejmě nejdůležitější, resp. doposud 

nejlépe prozkoumaná, rodina aktivních přenašečů zprostředkovávajících vstup léčiv do 

buněk. Dosud bylo identifikováno více než 50 zástupců této skupiny, z nichž je u člověka 

přítomno 11. Pro kinetiku léčiv je významných především pět z nich: OATP1A2, 

OATP1B1, OATP1B3 a OATP2B1 v játrech a OATP4C1 v ledvinách (Niemi, 2007). 

Aktivita těchto transportérů je nezávislá na přítomnosti kationtu sodíku a zejména první 

dva zmíněné mohou zprostředkovat obousměrný přenos, kde může tvořit hnací sílu 
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antiport redukovaného glutathionu. Spektrum substrátů těchto transportérů je široké 

a kromě mnoha organických aniontů zahrnuje i látky bazické povahy s větší molekulou 

a neutrální steroidy – viz. Tab. 1 (Hagenbuch a Gui, 2008). Mezi jednotlivými OATP 

transportéry je popsán podstatný překryv substrátového spektra, což na jedné straně 

umožňuje kompenzaci v případě porušené funkce jednoho z nich, na druhé straně značně 

ztěžuje individuální studium vlastností jednotlivých proteinů.  

Kromě přenosu xenobiotik mají OATP transportéry přirozeně fyziologický význam 

i v transportu endogenních látek. OATP1B1 byl charakterizován jako hlavní (na sodíku 

nezávislý) bazolaterální přenašeč žlučových kyselin v lidských játrech; OATP1A2 

a OATP1B3 se zdají mít spíše minoritní roli; OATP2B1 dle publikovaných informací 

žlučové kyseliny ve svém substrátovém spektru nemá (Kullak-Ublick et al., 2001).  

 

OAT 

V této rodině transportérů bylo dosud u člověka identifikováno 5 zástupců 

značených OAT1 až OAT5 (Anzai et al., 2006). Míra exprese a význam jednotlivých 

přenašečů se v exkrečních orgánech liší. V játrech je exprimován především OAT2, jiné 

formy zde sice byly rovněž detekovány, jejich funkce je však minoritní. Naopak 

v ledvinách mají hlavní význam pro transport léčiv v buňkách proximálních ledvinných 

tubulů OAT1 a OAT3 (van Montfoort et al., 2003; Zair et al., 2008). Tyto transportéry 

jsou schopné přenášet organické anionty oběma směry. Jejich modelovým substrátem je 

para-aminohippurová kyselina. Pro farmakoterapii je zejména důležitá role těchto 

přenašečů v jaterní i renální eliminaci např. nesteroidních antirevmatik, β-laktamových 

antibiotik, diuretik, urikosurik, metotrexátu, antivirotik, tetracyklinů, prostaglandinů 

a cyklických nukleosidů (Miyazaki et al., 2004).  

 

OCT 

Jedná se o skupinu transportérů podobně jako výše uvedené OAT patřící do rodiny 

SLC22, jejíž specifitou je přenos organických kationtů, přičemž spektrum substrátů je 

u jednotlivých molekul značně široké. V lidských játrech byli dosud popsáni dva zástupci 

této skupiny transportérů OCT1 a OCT3 (Koepsell 2004). OCT1 zprostředkovává 

obousměrný přenos organických kationtů s menší molekulou. Mezi jeho substráty patří 

např. H2 antagonisté, imatinib, metformin, oxaliplatina nebo tricyklická antidepresiva. 

V ledvinách je nejvýznamnějším zástupcem OCT2 na bazolaterální membráně buněk 

proximálních tubulů. 
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2.2. ABC transportní proteiny 

Ze 48 ABC transportérů (7 podrodin identifikovaných ABCA až ABCG) doposud 

popsaných u člověka jsou pro transport léčiv v eliminačních orgánech nejdůležitější 

MDR1/ABCB1 resp. P-glykoprotein, BCRP/ABCG2 (z anglického „Breast cancer 

resistance protein“) a MRP2/ABCC2 (z anglického „Multidrug resistance-associated 

protein“) (Funk, 2008). Tyto transportéry byly původně detekovány na nádorových 

buňkách, kde svou širokou substrátovou specifitou a vysokou transportní kapacitou pro 

odstranění cytostatik z buněk působí rezistenci maligně změněných buněk na více 

cytostatik současně – fenomén „mnohočetné lékové rezistence“ (MDR – z anglického 

„multidrug resistance“), po kterém byly tyto molekuly od počátku pojmenovány. 

 
Tab. 2. Efluxní ABC transportéry zapojené do exportu léčiv z buněk (zpracováno dle 
Schinkel and Jonker, 2003). 

Gen  

Název 
proteinu 
(původní 
označení) 

Endogenní 
substráty  

Exogenní substráty 
– příklady léčiv 

Lokalizace 

ABCB1  
MDR1  
(P-
glykoprotein) 

steroidní 
hormony 

taxany, 
antracykliny, 
kalcineurinové 
inhibitory, HIV 
antiretrovirotika, 
ondansetron, 
verapamil atd.  

játra, ledviny, střevo, 
mozek, řada dalších 
orgánů s bariérovou 
funkcí 

ABCB11 BSEP 

žlučové 
kyseliny 
(konjugované i 
nekonjugované)  

pravastatin, 
vinblastin, sulindak 

játra 

ABCC1 MRP1* 
oxidovaný 
glutathion, 
leukotrien C4 

antracykliny, vinka 
alkaloidy, etoposid 

játra, plíce, testes 

ABCC2 
MRP2 
(cMOAT) 

bilirubin 
glukuronid, 
leukotrien C4 

pravastatin, 
indinavir, 
metotrexát, většina 
léčiv a jejich 
metabolitů 
konjugovaných 
s kyselinou 
glukuronovou nebo 
glutathionem  

játra, ledviny, střevo, 
mozek 

ABCC3 MRP3* 
sulfatované 
žlučové 
kyseliny 

metotrexát, 
konjugáty léčiv 

střevo, plíce, ledviny, 
játra, 
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ABCC4 MRP4* 

konjugované 
žlučové 
kyseliny 
a cyklické 
nukleotidy 

metotrexát, 
topotekan, 
azidothymidin, 
nukleosidová 
a nukleotidová 
analoga 

játra, ledviny, střevo, 
řada dalších orgánů 

ABCG2 
BCRP 
(MXR) 

estron-3-sulfát 
a kyselina 
listová 

rosuvastatin, 
imatinib, lamivudin, 
irinotekan, 
metotrexát, 
sulfatované 
metabolity, 
antracykliny, 
nitrofurantoin 

játra, ledviny, 
placenta, střevo 

* transportéry lokalizované na bazolaterální/sinusoidální membráně 

 

MDR1 (P-glykoprotein) 

MDR1/P-gp představuje základní, nejdříve popsaný a nejlépe prozkoumaný ABC 

transportér u člověka. Po identifikaci (Juliano a Ling, 1976) byl popsán jeho podíl na 

mnohočetné lékové rezistenci nádorových buněk (Bosch a Croop, 1996). Lokalizace 

MDR1 na apikálních membránách buněk tkání s exkreční (hepatocyty, enterocyty, buňky 

proximálních tubulů ledvin), resp. bariérovou funkcí (placenta, hematoencefalická 

a testikulární bariéra) a identifikace širokého spektra substrátů (Tab. 2) vedly k hypotézám 

o možném významu ve farmakokinetice léčiv (Thiebaut et al., 1987). Tyto byly následně 

potvrzeny v četných in vitro i in vivo studiích (Fromm, 2003). MDR1 je lokalizován na 

apikálních membránách buněk s exkreční/bariérovou funkcí, tj. v játrech na 

kanalikulárních membránách hepatocytů resp. v ledvinách na kartáčovém lemu buněk 

proximálních tubulů či ve střevním epitelu na luminální membráně enterocytů, kde 

zprostředkovává jednosměrný eflux lipofilních látek charakteru kationtů s velkou 

molekulou – Tab. 2. MDR1 zřejmě úzce kooperuje s procesy biotransformace, konkrétně 

funkcí enzymu CYP3A4, o čemž svědčí překrývající se spektrum substrátů, lokalizace 

a společné regulační mechanizmy exprese prostřednictvím nukleárních receptorů PXR 

(z anglického „Pregnane X receptor“) a CAR (z anglického „Constitutive androstane 

receptor“) (Marzolini et al., 2004).  

 

BSEP 

BSEP (z anglického „Bile salt export pump“) byl dosud detekován pouze v játrech, 

kde slouží jako základní transportér konjugovaných i nekonjugovaných žlučových kyselin 
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z hepatocytu do žluči, čímž se stává primárně zodpovědným za samotnou tvorbu žluči. 

Svou funkcí rovněž přímo navazuje na činnost bazolaterálně lokalizovaného jaterního 

NTCP transportéru (Byrne et al., 2002). Snížení exprese nebo inhibice funkce tohoto 

přenašeče bylo popsáno jako jeden ze základních mechanizmů rozvoje intrahepatální 

cholestázy. Geneticky podmíněný deficit BSEP způsobuje závažnou poruchu nazývanou 

progresivní familiární intrahepatální cholestáza 2. typu (PFIC2). Pro jaterní eliminaci 

xenobiotik má BSEP spíše minoritní roli. Z dosud identifikovaných substrátů je možné 

uvést sulindak a vinblastin (Hirano et al., 2005; Lecureur et al., 2000). S ohledem na 

bezpečnost terapie je však důležité popsání léčiv-inhibitorů BSEP pro identifikaci 

možných cholestatických komplikací léčby – inhibičně působí např. perorální 

antidiabetikum glibenklamid (Alrefai a Gill, 2007).  

 

MRP2 

MRP2 je transportér s významnou fyziologickou funkcí spočívající v exkreci 

konjugovaných metabolitů endogenních látek (zejména bilirubinu) a xenobiotik do žluči 

a moči (Nies a Keppler,  2007). MRP2 zajišťuje v játrech jeden ze základních mechanizmů 

tvorby žluči, nezávislé na sekreci osmoticky aktivních solí žlučových kyselin. u člověka 

byl popsán raritní geneticky podmíněný deficit MRP2, který se projevuje konjugovanou 

hyperbilirubinémií označovanou jako Dubin-Johnsonův syndrom (Konig et al., 1999). 

Tkáňová distribuce MRP2 koresponduje s distribucí konjugačních enzymů fáze II, UDP-

glukuronyltransferázou a glutathion-S-transferázou, což potvrzuje navržený model 

efektivní synergie konjugačního metabolizmu a následného transportu organických 

aniontů, pro který svědčí i společná regulace prostřednictvím nukleárních receptorů (PXR, 

CAR a FXR – viz Tab. 4) (Zamek-Gliszczynski et al., 2006a). Tento transportér 

představuje základní cestu biliární exkrece pro organické anionty, například konjugáty 

léčiv s kyselinou glukuronovou či glutathionem (mateřské látky i jejich metabolity), ale i 

nekonjugované substráty (např. metotrexát, pravastatin, azitromycin) (Nies a Keppler, 

2007). Z tohoto důvodu byl MRP2 ve starší terminologii označován jako cMOAT (z 

anglického „canalicular Multispecific organic anion transporter“) – podrobněji 

k vlastnostem MRP2 viz. str. 51-59 (Fuksa et al., 2006). 

 

MRP1, MRP3, MRP4, MRP5 a MRP6 

Tyto transportéry, podobně jako dosud nejlépe popsaný MRP2 rovněž z podrodiny 

ABCC, zprostředkovávají především v játrech eflux exo- i endogenních látek, resp. jejich 
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metabolitů a/nebo konjugátů z buněk zpět do krve. Jejich úloha v ledvinách je zatím 

objasněna minimálně, nicméně např. MRP4 byl překvapivě lokalizován (na rozdíl od 

hepatocytů) na apikální membráně buněk proximálních tubulů.  Spektrum substrátů MRP1, 

MRP3 a MRP4 je do značné míry podobné MRP2 (Toyoda et al., 2008; Zhou et al., 2008). 

Aktivita těchto přenašečů v hepatocytech, zejména MRP3 a MRP4, zřejmě nabývá na 

důležitosti během cholestázy, resp. deficitu MRP2, kdy zvýšení jejich exprese představuje 

kompenzační mechanizmus pro export toxických aniontů typu žlučových kyselin 

a konjugovaného bilirubinu, které se při cholestatických poruchách kumulují v buňce 

(Zollner a Trauner, 2008). Úloha MRP5 a MRP6 v celkovém obratu léčiv není dle 

současného stavu poznání významná.  

 

BCRP 

BCRP je transportér, obdobně jako MDR1, původně popsaný v nádorových 

buňkách, kde působil jejich rezistenci k řadě cytostatik, např. mitoxantronu, topotekanu, 

irinotekanu a doxorubicinu (Mao a Unadkat, 2005). Ve vyšším množství byl nalezen 

v placentě a je rovněž typickým povrchovým indikátorem kmenových buněk (Staud et al., 

2006). V játrech a ledvinách je společně s MDR1 a MRP2 lokalizován na 

kanalikulárních/apikálních membránách buněk a působí zde jako efluxní přenašeč pro řadu 

steroidů, xenobiotik a jejich konjugovaných metabolitů (sulfáty a glukuronidy) (Zamek-

Gliszczynski et al., 2006b; Enokizono et al., 2007). Lokalizací a spektrem substrátů se zdá 

být funkčně příbuzný s P-gp, nicméně dosud nejasným zůstává způsob regulace jeho 

exprese a funkce. 

 

3. Úloha transportérů v eliminaci léčiv v jednotlivých orgánech 

Transportní proteiny představují jeden ze základních mechanizmů eliminace léčiv 

zejména při zajišťování jejich biliární exkrece v hepatocytech (viz oddíl 1.3.1.), kde 

hydrofilní léčiva musí vždy překonat tzv. hematobiliární bariéru. Podobně klíčovou úlohu 

mají transportéry pro absorpci a exkreci léčiv ve střevě a rovněž v ledvinách na úrovni 

tubulárních buněk představují základní mechanizmus močové exkrece a reabsorpce léčiv. 

 

3.1. Transportní procesy v játrech 

Absorpce, distribuce, metabolizmus a exkrece jsou základními farmakokinetickými 
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ději popisujícími pohyb léčiva v organizmu. Játra představují jeden z hlavních orgánů 

zodpovědných za poslední dva procesy – jsou centrálním orgánem pro metabolizmus léčiv 

i jejich následnou exkreci do žluči. Tomu odpovídá široké spektrum biotransformačních 

enzymů a transportních proteinů. Tyto struktury tvoří funkční kaskádu, jejímiž kroky jsou 

vychytávání léčiv z krve do hepatocytů přes jejich sinusoidální (bazolaterální) membránu, 

metabolizmus a navazující exkrece části mateřské látky a/nebo jejích potenciálních 

metabolitů do žluči – viz Obr. 1 (Chandra a Brouwer, 2004). Část léčiva nebo metabolitů 

může být transportována zpět do krevního řečiště nebo může být vázána v hepatocytu 

v depotní formě. o tom, které procesy a v jakém rozsahu se podílejí na transportu 

konkrétního léčiva, rozhodují jeho fyzikálně-chemické vlastnosti, především struktura, 

velikost molekuly, rozpustnost v tucích, vazebnost a stupeň ionizace.  

Absorbované léčivo se dostává do jater především prostřednictvím portální 

cirkulace, která představuje 60-70 % krevní saturace tohoto orgánu. Hepatocyty tedy po 

střevním epitelu (enterocytech) tvoří další metabolicky i exkrečně značně aktivní tkáň, se 

kterou přichází léčivo do kontaktu záhy po jeho perorálním podání. Ve spolupráci 

s intestinální bariérou tak funkčně dotváří proces presystémové eliminace („first-pass“ 

efekt) (Roberts et al., 2002). Intenzivní přívod léčiva krví, což dosvědčuje směřování až 25 

% srdečního výdeje do jater, vytváří optimální podmínky i pro eliminaci parenterálně 

podaných xenobiotik. Léčivo se dostává do hepatocytů přes jejich bazolaterální membránu 

po směru koncentračního gradientu v jaterních sinusoidech. Způsob prostupu bazolaterální 

membránou je závislý na molekule xenobiotika, ale i funkčním stavu aktivních molekul na 

membráně. u léčiv s vyšší rozpustností v tucích a menší molekulou je proces průchodu 

realizován zejména pasivní difúzí. Pro vychytávání léčiv s větší molekulou nebo léčiv 

polárních či ionizovaných je však většinou nezbytná přítomnost transportéru (van 

Montfoort et al., 2003). 
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Obr. 1. Uspořádání eliminačních cest léčiv v játrech (převzato a upraveno dle Zollner 
and Trauner, 2008).  
Léčiva jsou do hepatocytů vychytávána pomocí transportérů NTCP (z anglického „Na+-
taurocholate cotransporting polypeptide“), OAT (z anglického „Organic anion transporter“) 
a OATP (z anglického „Organic anion transporting polypeptide“) lokalizovaných na sinusoidální 
membráně hepatocytu. OAT2 zajišťuje vychytávání látek charakteru organických anionů a OCT1 
látek charakteru organických kationů s menší molekulou. Transport do žluči je zprostředkován 
kanalikulárními přenašeči BSEP (z anglického „Bile salt export pump“), MRP2 (z anglického 
„Multidrug resistance-associated protein 2“) a BCRP (z anglického „Breast cancer resistance 
protein“) proteinem. MDR3 (z anglického „Multidrug resistance protein 3“) přenáší 
fosfatidylcholin, který vytváří ve žluči smíšené micely společně se žlučovými kyselinami 
a cholesterolem. MDR1 (z anglického „Multidrug resistance protein 1“) transportuje léčiva 
charakteru organických kationtů. MRP1, MRP3, MRP4, MRP5 a MRP6 (z anglického „Multidrug 
resistance-associated protein 1, 3, 4, 5 a 6“) na bazolaterální membráně hepatocytu poskytují 
alternativní cestu exkrece žlučových kyselin a dalších látek charakteru organických aniontů do 
systémové cirkulace.V cholangiocytech byly popsány MDR1 a MRP3 s obdobnou úlohou jako 
v hepatocytech, dále ASBT (z anglického „Apical sodium-dependent bile acid transporter“) 
transportující žlučové kyseliny.  

 

Léčivo ve formě mateřské látky nebo případných metabolitů opouští jaterní buňku 

buď prostřednictvím zpětného transportu do krve, nebo je exportováno do žluči. Zatímco 

první děj probíhá obvykle po směru koncentračního gradientu a mohou se ho účastnit 

i obousměrně fungující zástupci SLC rodiny, exkrece do žluči je realizována většinou proti 

koncentračnímu gradientu prostřednictvím jednosměrných ABC transportérů, pro jejichž 
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funkci je nutná dodávka energie ve formě ATP – viz Tab. 2. Velká část ABC transportérů 

je za tímto účelem lokalizovaná na kanalikulární (žlučový pól) membráně hepatocytů – 

viz Obr. 1 (Funk, 2008). Některé proteiny (MRP1,3-6) jsou však v nezanedbatelném 

množství lokalizovány i na bazolaterální membráně, kde se účastní přestupu xenobiotik 

a jejich metabolitů z buněk zpět do krve – jejich exprese a funkce je aktivována zejména za 

patofyziologických situací spojených s porušenou tvorbou a odtokem žluči (cholestáza, 

deficit MRP2) vyžadujících ochranu hepatocytů před škodlivou kumulací endogenních 

látek typu bilirubinu nebo žlučových kyselin – Obr. 1 (Maher et al., 2006; Zollner 

a Trauner, 2008). Aktivita ABC transportérů je základním mechanizmem tvorby žluči. 

Hlavní složku žluči představují osmoticky aktivní žlučové kyseliny, které jsou vylučovány 

za účasti BSEP v monovalentní formě, nebo prostřednictvím MRP2 v divalentní formě. 

MRP2 se navíc podílí na biliárním efluxu dalších konjugátů, včetně bilirubinu 

s navázaným diglukuronidem nebo glutathionem, což je funkce zabezpečující druhou 

složku tvorby žluči, nazývanou „na žlučových kyselinách nezávislou“ (Schinkel a Jonker, 

2003). V játrech je dále lokalizován pro tento orgán specifický protein MDR3 (ABCB4). 

Základní aktivita tohoto kanalikulárně lokalizovaného transportéru je exkrece fosfolipidů 

(např. fosfatidylcholinu) do žluči, kde následně umožňují vytváření micel, čímž brání 

škodlivému detergentnímu působení žlučových kyselin na okolní tkáň (Lo et al., 2008). 

Pro lipofilní léčiva navíc konstituují vazebná místa, což umožňuje jejich žlučový transport 

do střevního lumen a následnou enterohepatální cirkulaci nebo finální eliminaci stolicí. 

Význam MDR3 v eliminaci léčiv je malý, zatím byla popsána jeho schopnost s nízkou 

afinitou transportovat některé kationty typu digoxinu, paklitaxelu nebo vinblastinu (Smith 

et al., 2000). 

3.2. Transportní procesy v ledvinách 

Z pohledu specifity aktivního transportu jsou v buňkách ledvin, zřejmě více než 

v jiných orgánech, podstatné fyzikálně-chemické vlastnosti substrátu, především stupeň 

a charakter ionizace. Proto jsou jednotlivé přenašeče v literatuře často rozděleny na dva 

systémy – dle preference pro organické anionty nebo kationty. 

Systém pro transport organických aniontů v ledvinách zahrnuje dva hlavní 

transportéry, OAT1 a OAT3. Na bazolaterálních membránách buněk proximálních tubulů 

jsou dále exprimovány transportéry OAT2 a OATP4C1 (viz. Tab. 1), jejich funkční 

význam v kinetice léčiv však dosud není přesně znám (Kusuhara a Sugiyama, 2009). 

OAT1 a OAT3 byly prokázány jako hlavní aktivní transportéry pro vychytávání 
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a koncentrování aniontů v buňkách epitelu. Oba transportéry jsou relativně specificky 

inhibovány kyselinou p-aminohippurovou a benzylpenicilinem. Substrátová spektra OAT1 

a OAT3 se překrývají, nicméně OAT1 se zdá více přispívat k renálnímu vychytávání 

nízkomolekulárních organických aniontů jako např. antivirotik (adefovir, cidofovir 

a tenofovir), naopak OAT3 se podílí více na influxu větších amfifilních aniontů, např. 

statinů, sartanů nebo benzylpenicilinu, které jsou rovněž substráty jaterních transportérů 

pro organické anionty (Kusuhara a Sugiyama, 2009). OAT3 dále může přenášet i některá 

léčiva charakteru kationtů, např. H2 antagonisty, i tzv. „zwitterionty“ („obojetné“ ionty), 

např. fexofenadin. Úloha OAT1 a OAT3 v ledvinách byla jasně popsána v in vivo/in vitro 

studiích za použití Oat1-/- a Oat3-/- myší, kdy u „knock-outovaných“ zvířat byla 

pozorována významně opožděná eliminace substrátů těchto transportérů, např. diuretik. 

Cílové struktury farmakodynamického účinku některých diuretik jsou lokalizovány 

v lumen. Ve zmíněných experimentech bylo pozorováno, že nepřítomnost OAT1 a OAT3 

redukuje koncentraci léčiva v lumen, čímž významně snižuje diuretický efekt furosemidu 

a bendroflumethiazidu (Eraly et al., 2006; Vallon et al., 2008). Transportéry 

zprostředkující luminální eflux léčiv dosud nebyly zcela identifikovány. Dle dat z in vitro 

transportních studií za použití vezikulů z membrány kartáčového lemu bylo navrženo, že 

apikální transport organických aniontů je tvořen dvěma funkčními systémy: 

(i) elektroneutrální výměnou organických aniontů a (ii) elektrochemickým gradientem 

usnadněným transportem. Identifikováno bylo několik transportérů, např. NPT1 

(z anglického „Na+/phosphate transporter type I“) a URAT1 (z anglického „Urate 

transporter-1“), avšak jejich význam pro transport léčiv in vivo dosud nebyl objasněn. 

Kromě zmíněných dvou systémů byla popsána odlišná třetí funkční skupina, do které patří 

ABC efluxní transportéry MDR1, BCRP, MRP2 a MRP4 (Kusuhara a Sugiyama, 2009). 

Hlavním transportérem organických kationtů na bazolaterální membráně 

proximálních tubulů je OCT2, který zprostředkovává facilitovanou difúzi různých léčiv, 

např. metforminu a cimetidinu (Koepsell, 2007). V experimentech zkoumajících efluxní 

mechanizmy bylo pozorováno, že vnější koncentrační gradient H+ stimuluje vychytávání 

kationtů do vezikulů z membrány kartáčového lemu. Následně bylo vyvozeno, že systém 

efluxu hydrofilních organických kationtů do lumen bude využívat sekundárně aktivní 

transport. Nejdříve popsanými transportéry byly OCTN1 a OCTN2 (z anglického 

„Carnitine/organic cation transporter“). Recentně byla na apikální membráně dále 

identifikována pro ledviny zcela specifická skupina tzv. MATE (z anglického „Multidrug 

and toxin extrusion“) proteinů skládající se z Mate1 (popsán v ledvinách hlodavců) 
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a MATE1/SLC47A1 a MATE2K/SLC47A2, které byly detekovány v lidských ledvinách 

(Otsuka et al., 2005; Masuda et al., 2006). MATE proteiny patrně transportují organické 

kationty vylučované močí v nemetabolizované formě, přičemž přestup látek membránou je 

realizován formou antiportu s protony (Kusuhara a Sugiyama, 2009).  

 

 

Obr. 2. Transportní proteiny v ledvinách (zpracováno dle Zollner et al., 2006). 
Pro vstup léčiv do buňky na bazolaterální straně je rozhodující exprese OAT1 a OAT3 
(z anglického „Organic anion transporter“) pro transport aniontů a OCT2 (z anglického „Organic 
cation transporter“) pro transport kationtů. Na apikální membráně zajišťují exkreci látek MDR1, 
MRP2, MRP4 (z anglického „Multidrug resistance protein 1“ resp. „Multidrug resistance-
associated protein 2, 4“), OCTN1-2 (z anglického „Carnitine/organic cation“) a MATE 
(z anglického „Multidrug and toxin extrusion protein) transportéry. ASBT (z anglického „Apical 
sodium-dependent bile acid transporter“) se podílí na reabsorpci žlučových kyselin. Za exkreci 
z buňky do krve na bazolaterální membráně zodpovídají MRP1, MRP3, MRP5 a MRP6 
(z anglického „Multidrug resistance-associated protein 1, 3, 5, 6“).  
 

3.3. Transportní procesy ve střevě 

Střevní epitel představuje první fyziologickou překážku, kterou musí všechna léčiva 

a jiné látky podané per os překonat. Ačkoliv lipofilní léčiva mohou relativně snadno projít 

apikální plazmatickou membránou enterocytů, jejich další prostup buňkou a následně 

bazolaterální membránou do systému není vždy jistý. Rozsah absorpce střevním epitelem 

je přitom kritickým faktorem určujícím biologickou dostupnost léčiv. Funkční bariéra pro 

průnik xenobiotik je ve střevě tvořena synergií mezi enzymy biotransformace a efluxními 

transportními proteiny. Některé látky, jež nejsou substráty pro aktivní transport, pronikají 

do enterocytu a poté jsou konvertovány na metabolity, které již mají afinitu k transportním 
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efluxním proteinům. Následně tedy mohou být ze střevního epitelu aktivně exportovány 

zpět do lumen. Zúčastněné transportéry na apikální membráně enterocytu patří především 

do rodiny ABC, konkrétně je hlavní úloha připisována MDR1, MRP2 a BCRP 

transportérům (Chan et al., 2004). Pokud jsou léčiva difundující či právě prošlá apikální 

membránou substráty těchto transportérů, mohou být aktivně přenášena zpět do střevního 

lumen, rovněž tak jejich metabolity (Walgren et al., 2008). Obdobně xenobiotika již 

přítomná v systémové cirkulaci (bez ohledu na předchozí cestu vstupu) mohou podléhat 

aktivní exkreci z krve přes obě membrány enterocytu do lumen (Hunter et al., 1997). 

 

  

Obr. 3. Lokalizace transportérů ve střevním epitelu a na membránách enterocytu 
(zpracováno dle Chan et al., 2004). 
Pro usnadnění vstupu léčiv do buňky jsou rozhodující OATP a OCTN transportéry na apikální 
membráně. Aktivní eflux do střevního lumen je zajištěn ABC transportéry, konkrétně MDR1 
(z anglického „Multidrug resistance protein 1“), MRP2/4 (z anglického „Multidrug resistance-
associated protein 2/4“)a BCRP (z anglického „Breast cancer resistance protein“). Jejich exprese se 
zvyšuje směrem od krypty ke špičce klku. Na basolaterální membráně byly popsány efluxní 
přenašeče MRP1, MRP3 a MRP5 (z anglického „Multidrug resistance-associated protein 1, 3, 5“). 
Intenzita exprese proteinů se mění v průběhu trávicí trubice, zvyšující se exprese distálním směrem 
byla pozorována u MDR1 a MRP3, naopak MRP2 (společně s enzymy biotransformace) je 
exprimován nejvíce v proximálních částech. 
 

3.4. Bariérové funkce transportérů (mozek, placenta, gonády) 

Hematoencefalická bariéra (HEB) přispívá k homeostáze buněk centrálního 

nervového systému jejich ochranou před potenciálně škodlivými endo- i exogenními 

látkami. HEB je fyziologické rozhraní mezi krevním řečištěm a mozkem složené ze 
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souvislé vrstvy endoteliálních buněk bez fenestrací těsně propojených pomocí tzv. „tight 

junctions“ a vrstvy podpůrných buněk (gliové buňky a výběžky astrocytů) (Begley 

a Brightman, 2003). HEB má dvě významné úlohy: i) umožňuje udržení stálého složení 

extracelulární mozkové tekutiny a ii) výrazně limituje přechod potenciálně škodlivých 

xenobiotik včetně terapeutik do mozkové tkáně. Právě v druhé zmíněné (ochranné) funkci 

HEB sehrávají významnou úlohu aktivní efluxní transportéry z ABC nadrodiny, které jsou 

lokalizovány na krevní (apikální) straně endoteliálních buněk, kde je jim připisován 

zásadní podíl na distribuci a exkreci léčiv do/z CNS. MDR1 byl prokázán jako klíčový 

element HEB schopný aktivního přenosu velkého množství lipofilních léčiv ven 

z endotelových buněk mozkových kapilár, které morfologicky tvoří vlastní bariéru. Později 

byly jako funkční součást HEB popsány další přenašeče z ABC nadrodiny, např. MRP1, 

MRP2 a BCRP. Výsledkem funkce ABC efluxních transportérů na HEB je na jedné straně 

zmírnění či zabránění nežádoucím účinkům, především neurotoxicitě látek, které by jinak 

do CNS snadno penetrovaly. Na straně druhé však tyto efluxní proteiny mohou významně 

omezit distribuci léčiv na místo jejich farmakodynamického účinku, tedy právě do CNS. 

Bylo již popsáno, že některá neurologická onemocnění mohou být asociována s nadměrnou 

expresí ABC transportérů, což může mít za následek rezistenci k farmakoterapii – 

zkoumaným neurologickým onemocněním je epilepsie. Z uvedeného důvodu se 

i potenciální modulace funkce ABC transportérů exprimovaných na HEB stala předmětem 

studia, jak zlepšit žádoucí průnik léčiv do CNS. Výzkum této oblasti může přinést 

například nové léčebné modality v oblasti dosud farmakorezistentních forem 

neurologických poruch. ABC transportéry MDR1, MRP2 nebo BCRP se nabízí jako cílové 

struktury pro terapeutické strategie navrhující modifikaci HEB ve smyslu zlepšení průniku 

žádoucích léčiv do CNS, a to díky jejich lokalizaci na luminální straně endotelových buněk 

mozkových kapilár, funkci efluxní pumpy a popsanému širokému spektru substrátů. 

Taková strategie se může jevit opodstatněná obzvláště ve světle přibývajících důkazů 

identifikujících nadměrnou expresi těchto transportérů jako hlavní patologický 

mechanizmus farmakorezistence neurologických onemocnění u některých populací 

pacientů (Loscher a Potschka 2005). 

 

Placenta představuje fyziologickou bariéru, která odděluje cirkulaci matky a plodu. 

Většina léčiv podaných v průběhu těhotenství může, alespoň do určité míry, přestoupit do 

cirkulace plodu (Audus, 1999). Míra a rychlost přestupu léčiva závisí přirozeně na 

fyzikálně-chemických vlastnostech léčiva (molekulová hmotnost, lipofilita, stupeň 
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ionizace, vazebnost na plazmatické bílkoviny), anatomickém uspořádání (např. 

mezidruhové rozdíly (Carter a Enders, 2004), tloušťka placentární membrány) 

a fyziologických charakteristikách placenty (průtok krve placentou aj.). 

V lidské placentě musí léčivo překonat bariéru mnohojaderného 

syncytiotrofoblastu, resp. bazální a apikální cytoplazmatickou membránu a dále musí 

prostoupit endotelem fetálních kapilár. Většina léčiv přechází přes tyto membrány prostou 

difúzí. Některá léčiva mohou být rozpoznána přenašeči pro endogenní substráty 

(především ze skupiny SLC transportérů) a placentou mohou procházet facilitovanou 

difúzí, která je však obecně mezi transportními ději minoritní (Ganapathy et al., 2000; 

Syme et al., 2004). Hlavní vliv na omezení prostupu farmak přes placentu maternofetálním 

směrem mají ABC transportéry MDR1, MRP2 a BCRP lokalizované na apikální 

membráně syncytiotrofoblastu (St-Pierre et al., 2000; Pavek et al., 2003; Staud et al., 

2006). Současně se tyto transportéry podílejí na odstraňování endo- a xenobiotik z krve 

plodu. Dosud méně objasněn byl význam transportérů MRP1 a MRP3, které byly 

lokalizovány v oblasti bazolaterální membrány syncytiotrofoblastu i fetálního endotelu 

(Atkinson et al., 2003; Nagashige et al., 2003). 

 

Selektivní prostup xenobiotik skrze Sertoliho buňku varlete je determinován 

existencí funkční tzv. hematotestikulární bariéry. Zároveň spojení typu „tight junction“ 

u báze Sertoliho buněk varlat představují fyzikální bariéru izolující adluminální 

kompartment semenných tubulů od zbytku organizmu. Vyvíjející se zárodečné buňky jsou 

v tomto prostředí chráněny před vlivem xenobiotik i imunitního systému. Výzkum 

konkrétních fyziologických mechanizmů podílejících se na ochraně zrajících zárodečných 

buněk je dosud relativně omezený, nicméně společně s imunologickými protektivními 

mechanizmy je v ochraně před léčivy a toxiny připisována významná role i aktivnímu 

efluxu. Na membráně Sertoliho (nebo i Leydigových a myoidních) buněk byla zatím, 

analogicky jiným fyziologickým bariérám, popsána exprese některých zástupců z rodiny 

ABC transportérů, např. MRP1, BCRP a MDR1 (Bart et al., 2007), u nichž se přepokládá 

významná úloha právě především v kontinuálním aktivním exportu menších lipofilních 

molekul procházejících buněčnou membránou (Maeda et al., 2007). 

4. Faktory ovlivňující expresi a funkci transportérů jako zdroj lékových 

interakcí 

Variabilita aktivity transportních proteinů (fenotyp) zapojených do distribuce 
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a eliminace léčiv je, společně se změnami aktivity biotransformačních enzymů, jedním 

z hlavních zdrojů intra- a interindividuální variability v odpovědi organizmu na podání 

léčiva. Příčinou těchto změn je multifaktoriální regulace exprese a funkce cílových 

molekul. Primárním determinujícím faktorem je genetická výbava – genotyp (Kerb, 2006). 

Avšak přítomnost dalších modifikujících faktorů zřídka umožňuje najít přímý vztah mezi 

genotypem a výsledným fenotypem. Důvodem je především komplexní flexibilní systém 

regulace exprese konkrétních znaků, který citlivě reaguje na přítomnost látky indukující 

nebo suprimující expresi genu. Současně je možná přímá inhibice funkce transportéru. 

Aktuální výsledná aktivita kteréhokoliv transportéru (ale např. i enzymu) je tak utvářena 

vlivem mnoha endogenních a exogenních mechanizmů, čímž vzniká unikátní prostředí 

individuálního organizmu v konkrétním čase, což vede k rozdílným aktivitám transportérů 

mezi jednotlivci, ale i u jednotlivce v závislosti na čase. 

 

Farmakogenetika transportu léčiv 

V důsledku přítomnosti aberantní (mutované) alely se mění výsledná aktivita 

transportéru, což se u postiženého jedince ve většině případů projeví snížením nebo ztrátou 

funkce cílového proteinu. Jelikož se poškození přenáší autosomálně recesivně, následky 

jsou výraznější u homozygotů pro defektní gen. Rozvoj molekulárně-biologických metod 

a jejich automatizace umožňují provádět poměrně rozsáhlé studie, jejichž výsledkem byla 

např. identifikace genetické variability u některých transportérů (především MDR1, MRP2, 

BSEP a zástupce skupiny OATP), ale především u více prozkoumaných 

biotransformačních enzymů (např. CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, UGT1A1 a NAT). 

Některé příklady vlivu mutací v genech pro transportéry na farmakoterapii z klinické praxe 

jsou uvedeny v Tab. 3. 

 

Tab. 3. Příklady klinicky významných polymorfismů transportérů a jejich důsledky. 
(zpracováno dle Kerb, 2006; Maeda a Sugiyama, 2008) 
Gen Léčivo Klinické důsledky 

variability 
Prokázaný nebo 
předpokládaný mechanizmus 

MDR1 Fenytoin Zvýšená absorpce 
léčiva 

Hypofunkční alely 

MDR1 HIV inhibitory proteáz Zvýšená dostupnost 
do CNS 

Porucha funkce P-gp 
na hematoencefalické bariéře 

OATP Inhibitory HMG-CoA 
reduktázy (statiny) 

Nedostatečný efekt Snížený vstup léčiv do jater 
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Změna exprese transportérů 

Proces exprese genetické informace zahrnuje transkripci, translaci a postranslační 

modifikaci, jejichž cílem je vytvoření funkčního proteinu a jeho správná lokalizace. Ve 

všech dějích je zapojena řada řídících a regulačních mechanizmů a jakékoliv narušení 

může zapříčinit vzestup (indukci) nebo pokles (represi) ve finálním množství proteinu 

s korespondující změnou aktivity. V současnosti je za klíčový krok v procesu genové 

exprese transportérů považována regulace transkripce, a to zejména prostřednictvím 

nukleárních receptorů. Tato regulace je v zásadě společná pro transportéry 

i biotransformační enzymy. Pro produkty genů zajišťující eliminaci léčiv je důležitých 

několik receptorů: AhR (z anglického „Aryl hydrocarbon receptor“), PXR, CAR, FXR 

(z anglického „Farnesoid X receptor“) a PPARα (z anglického „Peroxisome proliferator-

activated receptor-α“) (Urquhart et al., 2007; Klaassen a Slitt, 2005; Xu et al., 2005). Tyto 

receptory byly detekovány v jádře (některé i v cytoplazmě – AhR a CAR) jaterních buněk. 

Po navázání substrátu, kterým je i řada léčiv, dimerizují s RXR (z anglického „Retinoid X 

receptor“) za vzniku komplexu, který se váže na konkrétní oblast RE (z anglického 

„response element“) v promotorové části cílového genu. Význam nukleárních receptorů 

v transkripční regulaci společné pro transportní proteiny a jaterní enzymy přibližuje Tab. 4. 

 

Tab. 4. Vliv aktivace nukleárních receptorů na funkce enzymů a transportérů. 
(upraveno dle Funk, 2008) 

Regulované molekuly a jejich změny 
Biotransformace 

Receptor Ligandy 
Vychytávání 

I. fáze II. fáze 
Exkrece 

AhR xenobiotika – 
aromatické 
uhlovodíky 

 CYP1A1 ↑ 
CYP1A2 ↑  
 

UGT1A1 ↑ 
SULT1A1 ↑ 
GST-A2 ↑ 
aldehyd-
dehydrogenáza 
(ALDH)↑ 

MDR1 ↑ 

PXR léčiva – např. 
glukokortikoidy, 
rifampicin, 
statiny 

OATP1B1 ↑ 
OATP1A2 ↑ 
OCT1 ↑ 

CYP2B6 ↑ 
CYP2C9 ↑ 
CYP3A4 ↑ 
CYP7A1 ↑ 

UGT1A1 ↑ 
GST-A2 ↑ 
 

MDR1 ↑ 
MRP2 ↑ 

CAR léčiva – např. 
fenobarbital 
karbamazepin 
efavirenz 
fenytoin 

OATP1B1 ↑  CYP2B6 ↑ 
CYP2C9 ↑ 
CYP2C19 ↑ 
 CYP2A6 ↑ 
 CYP3A4 ↑ 

UGT1A1 ↑  
SULT1A1 ↑ 
 

MRP2 ↑ 
MRP3 ↑ 
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FXR žlučové 
kyseliny, 
kyselina urso-
deoxycholová 

OATP1B3 ↑ 
NTCP ↓ 
OATP1B1 ↓ 

CYP7A1 ↓ SULT2A1 ↑ 
UGT1A1 ↑  

BSEP ↑ 
MRP2 ↑ 

PPARα fibráty, mastné 
kyseliny 

 CYP4A1 ↑ 
CYP7A1 ↓ 

 MDR3 ↑ 

 

Přímá stimulace nebo inhibice aktivního transportu  

Zatímco možnost stimulace transportu prostřednictvím alosterické modulace 

transportního proteinu byla experimentálně popsána (indometacinem a sulfanitranem 

navozená stimulace efluxu estradiol 17-β-d-glukuronidu zprostředkovaného MRP2), 

klinický význam mají především interakce založené na inhibici funkce aktivní molekuly 

(Zelcer et al., 2003; Lin, 2003). Právě tento typ interakcí, který může ohrozit bezpečnost 

terapie, vede k výzkumu enzymatických a transportních cest eliminace léčiv a kvantifikaci 

jejich inhibičních vlivů prostřednictvím stanovení inhibičních konstant (IC50 a Ki), což 

následně umožňuje i predikci potenciálních interakcí léčiv (Pelkonen a Turpeinen, 2007). 

Molekulární podstatou těchto interakcí je blokáda funkce transportéru jeho substrátem 

(kompetitivní – hlavní typ) nebo látkou, která působí vazbou mimo aktivní místo 

(nekompetitivní). Důsledkem je snížení vnitřní („intrinsic“) clearance zajišťované 

konkrétním přenašečem. Při současné aplikaci léčiva, pro jehož celkovou kinetiku má 

inhibovaná cesta klíčový význam, pak dojde k vzestupu plazmatických koncentrací tohoto 

léčiva. Takový nárůst může být u léčiva s úzkým terapeutickým oknem spojen s projevy 

toxicity (Lin, 2003). Nástup inhibiční interakce je téměř okamžitý, jelikož se jedná o přímé 

působení na cílovou molekulu. Rovněž časové trvání takové interakce zcela koresponduje 

s přítomností inhibitoru v místě lokalizace transportéru – odpovídá tedy rovněž 

i biologickému poločasu eliminace inhibitoru.  

 

5. Možnosti výzkumu lékových interakcí na úrovni aktivního transportu 

Základním nástrojem pro farmakologický výzkum aktivního transportu 

a potenciálních kinetických interakcí jsou in vitro, in situ a in vivo modely. V případě in 

vitro systémů zůstává stále velkou limitací na poli tohoto výzkumu nedostatek modelů 

zachovávajících komplexní morfologii orgánu a současně i fyziologickou funkci 

jednotlivých buněk. Zdánlivé výhody in vivo systémů či izolovaných perfundovaných 

orgánů (ve vyšší míře reflektující skutečný fyziologický stav orgánu) jsou vyváženy jejich 

značnou technickou náročností a menší efektivitou (spotřeba času a experimentálních 
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zvířat) a přirozeně i odlišnostmi druhu laboratorních zvířat (hlodavců), který je 

v experimentech používán. Dále je zřejmé, že komplexnost fungování celého orgánu 

(tkáně) neumožňuje uspokojivě studovat jednotlivé individuální mechanizmy pro 

vychytávání či eflux substrátů z exkreční tkáně. Možnosti posouzení vlivu konkrétních 

transportérů na celkovou dispozici jejich substrátů/léčiv jsou dále omezeny neexistencí 

dostatečně specifických silných inhibitorů (Funk, 2008).  

5.1. Metody in vitro 

Často používaným in vitro modelem pro studium jaterního transportu jsou 

izolované hepatocyty. Modely založené na hepatocytech izolovaných z lidské jaterní 

tkáně eliminují problémy spojené s druhovými rozdíly v hepatobiliární dispozici substrátů. 

Izolované hepatocyty jsou široce používány pro studium mechanizmů vychytávání léčiv, 

naopak jejich význam pro studium exkrečních mechanizmů je výrazně limitován 

redistribucí kanalikulárních membránových proteinů a ztrátou polarizace buněk (Kučera et 

al., 2006). Od hepatocytů odvozené buněčné linie (WIF-B, HepG2) schopné vytvářet 

„exkreční domény“ podobné žlučovým kanálkům jsou, např. po transfekci genu pro jeden 

či více přenašečů, používány pro studium intracelulárního přesunu a regulace transportérů 

(Sai et al., 1999; Zegers et al., 1998). Transfekované buněčné linie jsou rovněž modely 

používanými i pro průmyslový preklinický výzkum interakčního potenciálu nových 

molekul s transportéry (především ve smyslu inhibice jejich funkce) a stanovení 

základních parametrů např. IC50 a Ki (Zhang et al., 2008). Kanalikulární exkrece substrátů 

je zkoumána na spárovaných hepatocytech (dvojici buněk zachované i po inkubaci 

s kolagenázou, kde je zachován žlučový kanálek) (Graf et al., 1990). Naopak konvenční 

kultury hepatocytů (na rigidním substrátu) nejsou vhodné ke studiu aktivního transportu, 

neboť rychle „dediferencují“, tj. ztrácejí fyziologickou morfologii včetně kanalikulární sítě 

a mizí i specifické jaterní funkce včetně aktivního transportu (LeCluyse et al., 1996). 

Primární kultury uchované mezi dvěma vrstvami kolagenového gelu (tzv. „sendvičová 

kultivace“) vyvíjejí intaktní kanalikulární sítě, zachovávají expresi a funkci transportérů 

a polarizaci buňky, a jsou tedy preferovaným a široce používaným in vitro modelem pro 

výzkum hepatobiliární dispozice látek (Liu et al., 1999). 

Pro výzkum tubulární sekrece v ledvinách je množství in vitro systémů dosud 

významně omezeno. Jedním ze základních používaných modelů jsou řezy ledvin včetně 

čerstvě připravených lidských tkání po nefrektomii (Nozaki et al., 2003). Ke studiu 

transportu (substrátové specifity) byl dále používán model vezikulů připravených 
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z membrány kartáčového lemu, což je systém velmi podobný jaterním vezikulům 

připraveným z kanalikulární membrány hepatocytů. Tyto systémy sledují vlastnosti či 

modulaci aktivního transportu pomocí míry akumulace substrátů uvnitř veziklu. Limitací 

ledvinového modelu je skutečnost, že na rozdíl od jaterního protějšku vezikly z membrány 

kartáčového lemu nelze použít pro studium funkce ABC efluxních transportérů, jelikož 

vezikly jsou správně orientovány vně apikální membránou (Kusuhara et al., 2009).  

5.2. Metody in situ/ ex vivo 

Patří sem metody využívající izolovaného perfundovaného střeva, jater či ledviny. 

Ve srovnání s in vitro modely nabízejí přesnější popis funkce transportérů v absorpci 

a eliminaci léčiv a její souvislost s funkcí biotransformačních enzymů. Sledovaná látka či 

látky jsou přidány do perfúzního média a dopraveny do sledovaného orgánu. Po ukončení 

perfúze jsou měřeny koncentrace látky v tkáni, perfuzátu a všech eliminačních tekutinách 

(např. žluči či moči). Uvedený model umožňuje sledovat úlohu a změny transportu 

v konkrétním orgánu jednodušeji než při in vivo experimentu s celým organizmem, jelikož 

je kontrolována koncentrace léčiva dodávaného přímo do sledované tkáně a zároveň je 

eliminován vliv ostatních orgánů. Značnou nevýhodou perfúzních metod je technická 

(chirurgická zručnost, laboratorní vybavení) i časová náročnost. Integrita orgánů 

a fyziologické fungování aktivních molekul rovněž s časem perfúze rychle klesají (Xia et 

al., 2007).  

 

5.3. Metody in vivo 

Jednoznačné informace především o následcích lékových interakcí přinášejí 

klinická data demonstrující inhibiční nebo indukční potenciál léčiv u nemocných nebo 

zdravých dobrovolníků. Pro detailnější výzkum fyziologické úlohy transportérů i jejich 

role v lékových interakcích jsou však nezastupitelné in vivo zvířecí modely. První ze 

základních současných možností přístupu k testování funkce konkrétních transportérů je 

využití geneticky modifikovaných myší nebo přirozeně se vyskytujících mutantních 

živočichů v genu pro konkrétní transportér/y (tzv. „genový knock-out“) (Chen et al., 

2003). Geneticky „knock-outované“ myši jsou produkovány rozrušením genů pro 

endogenní transportér. Přírodní mutanty P-gp nebo Mrp2 byly popsány u myší, potkanů 

nebo psů (Xia et al., 2007). Využití mutant pro popis role transportérů s sebou nese známá 

úskalí, především jistou nepřesnost díky popsaným (často kompenzačním) změnám 
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exprese a funkce dalších (nejen) transportních fyziologických mechanizmů (Schuetz et al., 

2000). 

Další možností in vivo výzkumu je podávání známých specifických inhibitorů 

transportér/ů (tzv. „chemický knock-out“). Zatímco pro P-gp či BCRP jsou k dispozici 

selektivní inhibitory, např. GF120918 (oba transportéry), LX335979 (inhibitor P-gp) 

a Ko143 (inhibitor BCRP), pro skupinu MRP či OATP přenašečů dosud specifické 

inhibitory popsány nebyly (Xia et al., 2007). Během podávání inhibitoru může být 

sledován farmakokinetický profil řady léčiv/substrátů a podrobněji popsán vliv inhibice 

transportéru na jejich farmakokinetiku. Obdobně jako inhibiční studie mohou být 

koncipovány i studie in vivo se známými induktory exprese transportérů. Uvedené přístupy 

a především možnost jejich potenciálního zobecnění čelí problematice specifity podaných 

inhibitorů či induktorů a výběru vhodné dávky. V prezentovaných publikacích byly 

použity interakční modely založené na analýze kinetických parametrů léčiva resp. 

modelového substrátu transportérů v ustáleném stavu po vícedenní předléčbě nebo při 

současném akutním podání druhého léčiva (inhibitoru resp. induktoru transportu), jehož 

interakční potenciál byl zkoumán. 

5.3.1. Farmakokinetická analýza  

Pro hodnocení změn farmakokinetiky léčiv in vivo se u modelů zvýšené exprese 

(indukce, tj. „up-regulace“) či snížené exprese („represe“, tj. „down-regulace“) 

transportérů používají dva non-kompartmentové přístupy. První je založený na 

kontinuálním podávání léčiva pro dosažení 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 a renální eliminace se počítá z koncentrací naměřených 

v nasbíraných vzorcích žluči a moči. 

Sledování farmakokinetických parametrů léčiva po dosažení jeho ustálených 

koncentrací („steady-state“) v plazmě nabízí výhodu kratšího trvání experimentu, kdy za 

pomoci vhodně zvolené nárazové dávky a následné kontinuální nitrožilní infuze lze 

navodit tuto situaci do několika desítek minut od zahájení podávání. Pro výpočet 

jednotlivých parametrů se pak používají následující rovnice:  

 

BE = XŽ   x  CŽ 

RE = XM   x  CM 
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kde BE je biliární exkrece léčiva (nmol/min/kg), XŽ tok žluči (µl/min), CŽ koncentrace 

léčiva ve žluči (µM); RE je renální exkrece léčiva (nmol/min/kg), XM tok moči (µl/min) 

a CM koncentrace léčiva v moči (µM). 

 

CLTOT = R / CSS 

CLB = BE / CSS 

CLR = RE / CSS 
 

kde CLTOT je celková clearance (ml/min/kg), R rychlost infúze (µmol/kg/min), 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): 

 

P

MM
KR C

xCX
CL =  

 

kde CLKR je clearance kreatininu, XM tok moči, CM koncentrace kreatininu v moči, CP 

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 dosažení této 

koncentrace (Tmax). Analýza terminální fáze časové křivky umožní 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 lichoběžníkovým 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): 
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elTotz kCLVd /=  

 

Distribuční objem pro ustálený stav (Vdss) je získáván vztahem: 
 

∞−

=
Tposlední

Totss AUC

AUMC
xCLVd  

 

kde AUMC je momentová plocha pod křivkou.  

 

Biliární (CLB) a renální (CLR) clearance lze při tomto způsobu hodnocení stanovit 

pomocí vztahu: 

 

CLB = MB / AUC 0→Tposlední 

CLR = MR / AUC 0→Tposlední 

 

kde MB a MR je množství léčiva vyloučené do žluči nebo moči během sledovaného období. 

Výhodou tohoto přístupu je vyšší citlivost modelu na potenciální změny a komplexnější 

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

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

Zvýšená nebo snížená exprese transportních proteinů byla opakovaně popsána in 

vitro po podání řady modelových léčiv. Pozorované změny vedly k hypotézám, že 

modulace funkce transportních proteinů může být u řady léčiv s nižším terapeutickým 

indexem (obdobně jako u jiných látek v případě změn aktivity biotransformačních 

enzymů) příčinou klinicky signifikantních lékových interakcí ohrožujících bezpečnost 

farmakoterapie.  

Cílem předložené práce bylo blíže zkoumat a popsat mechanizmy lékových 

interakcí na transportních proteinech za využití in vivo modelu potkana. Konkrétně: 

1. Sledovat vliv dexamethasonu jakožto modelového induktoru na expresi a funkci 

transportérů P-gp a Mrp2 v eliminačních orgánech.  

2. Detailně popsat morfologii změn exprese Mrp2 transportéru v jaterní tkáni po 

opakovaném podávání dexamethasonu. 

3. Popsat vliv amiodaronu a azitromycinu na kinetiku organických aniontů, 

nízkodávkového metotrexátu, resp. konjugovaného bilirubinu a blíže popsat 

mechanizmus lékové interakce. 

4. Sledovat vliv chronického podávání amiodaronu na expresi a funkci Oatp2, P-gp 

a Mrp2 transportérů v eliminačních orgánech. 
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Výsledky doktorandovi vědecké experimentální i rešeršní práce a jejich diskuze 

jsou prezentovány souborem šesti publikací: 

I. Fuksa L, Mičuda S, Cermanová J, Brčáková E and Štaud F (2006) Fyziologická 

funkce MRP2. Československá fyziologie 55:57-65. 

II. Micuda S, Fuksa L, Mundlova L, Osterreicher J, Mokry J, Cermanova J, 

Brcakova E, Staud F, Pokorna P and Martinkova J (2007) Morphological and functional 

changes in p-glycoprotein during dexamethasone-induced hepatomegaly. Clin Exp 

Pharmacol Physiol 34:296-303.  

III.  Micuda S, Fuksa L, Brcakova E, Osterreicher J, Cermanova J, Cibicek N, 

Mokry J, Staud F and Martinkova J (2008) Zonation of multidrug resistance-associated 

protein 2 in rat liver after induction with dexamethasone. J Gastroenterol Hepatol 23:e225-

e230.  

IV.  Fuksa L, Brcakova E, Cermanova J, Hroch M, Chladek J, Kolouchova G, 

Malakova J, Martinkova J, Staud F and Micuda S (2008) Amiodarone modulates 

pharmacokinetics of low-dose methotrexate in rats. Biopharm Drug Dispos 29:289-299.  

V. Cermanova J, Fuksa L, Brcakova E, Hroch M, Kucera O, Kolouchova G, 

Hirsova P, Malakova J, Staud F, Martinkova J, Cervinkova Z and Micuda S (2010) Up-

regulation of renal Mdr1 and Mrp2 transporters during amiodarone pretreatment in rats. 

Pharmacol Res 61:129-135. 

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

F, Micuda S (2010) Dexamethasone reduces methotrexate biliary elimination and 

potentiates its hepatotoxicity in rats. Toxicology 267:165-171. 

 

U kapitoly I., IV. a VI. je předkladatel dizertační práce prvním autorem, v případě 

kapitol II., III. a V. spoluautorem. Autor dizertace sepsal všechny tři rukopisy, u nichž je 

prvním autorem. U prvoautorských prací provedl doktorand rovněž kompletní zpracování 

dat a veškeré doplňkové práce v rámci oponentních řízení během jejich publikování. 

V práci uvedené v kapitole II. se autor dizertace podílel na všech in vivo 

experimentech, odběru vzorků a analýze proteinové exprese pomocí Western blotu pod 

vedením Doc. MUDr. Stanislava Mičudy Ph.D. Ve spolupráci se skupinou Doc. Štauda 

z Farmaceutické fakulty zavedl analýzu genové exprese pomocí metodiky kvantitativní 

RT-PCR. Autorem imunohistochemické analýzy a hodnocení optické denzity P-gp 

a akumulace tuku v játrech je pplk. prof. Jan Osterreicher Ph.D. z Katedry radiobiologie, 

Fakulty vojenského lékařství Univerzity obrany. Analytické stanovení rhodaminu-123 
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pomocí metody HPLC provedla Ing. Lucie Mundlová z Ústavu farmakologie Lékařské 

fakulty. 

V práci uvedené v kapitole III. se autor dizertace podílel na všech in vivo 

experimentech a provedl analýzu exprese proteinů pomocí Western blotu. Kvantitativní 

imunohistochemie byla opět provedena pplk. prof. Jan Osterreicherem Ph.D. z Katedry 

radiobiologie, Fakulty vojenského zdravotnictví Univerzity obrany. Stanovení 

konjugovaného bilirubinu ve vzorcích a sérových biochemických parametrů provedl 

MUDr. Norbert Cibiček Ph.D. z Ústavu klinické biochemie a diagnostiky Fakultní 

nemocnice HK. 

V práci uvedené v kapitole IV. se doktorand podílel na in vivo experimentech. 

HPLC analytické stanovení koncentrací amiodaronu bylo provedeno PharmDr. Janou 

Malákovou Ph.D. z Ústavu klinické biochemie a diagnostiky Fakultní nemocnice HK, dále 

HPLC analytické stanovení metotrexátu a azitromycinu provedli Ing. Miloš Hroch 

a Bc Jitka Hájková z Ústavu farmakologie Lékařské fakulty.  

V práci uvedené v kapitole V. se autor dizertace podílel na in vivo experimentech, 

provedl analýzy proteinové exprese zkoumaných transportérů a ve spolupráci s Mgr. Evou 

Brčákovou Ph.D. (Ústav farmakologie Lékařské fakulty) a MUDr. Ottou Kučerou Ph.D. 

(Ústav fyziologie Lékařské fakulty) provedl in vitro kumulační a efluxní experimenty 

s rhodaminem-123 na primárních potkaních hepatocytech. HPLC analytické stanovení 

koncentrací amiodaronu a měření koncentrací bilirubinu a kreatininu bylo provedeno 

PharmDr. Janou Malákovou Ph.D. z Ústavu klinické biochemie a diagnostiky Fakultní 

nemocnice HK, dále HPLC analytické stanovení rhodaminu-123 provedl Ing. Miloš Hroch 

z Ústavu farmakologie Lékařské fakulty. 

V práci uvedené v kapitole VI. se autor dizertace podílel na všech in vivo 

experimentech a provedl analýzu exprese proteinů pomocí Western blotu a expresi mRNA 

pomocí kvantitativní PCR v reálném čase. Stanovení konjugovaného bilirubinu ve vzorcích 

a sérových biochemických parametrů bylo provedeno na Ústavu klinické biochemie 

a diagnostiky Fakultní nemocnice HK. HPLC analytické stanovení metotrexátu provedl 

Ing. Miloš Hroch z Ústavu farmakologie Lékařské fakulty. 
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Aktivní transmembránový transport je významným faktorem zasahujícím do 

farmakokinetiky léčiv, a to buď usnadněním nebo naopak zabráněním v přestupu léčiv přes 

fyziologické bariéry nebo mezi různými kompartmenty. Membránové transportéry tak mají 

vedle enzymů podstatný vliv na osud léčiva v organizmu. Spektrum a míra exprese 

transportérů a jejich lokalizace na cytoplazmatických membránách buněk pak ovlivňuje 

průběh základních farmakokinetických dějů absorpce, distribuce, metabolizmu a exkrece 

léčiva. Nicméně aktivita transportních proteinů může být modifikována řadou vlivů, mj. 

současně podávanými léčivy. Kombinace léčiv, kde jedno moduluje transport dalšího, tak 

může podmínit změny farmakokinetiky a následně i farmakodynamiky, dochází k lékové 

interakci. 

Studie popsané v předložené dizertační práci se věnovaly bližšímu popisu léčivy 

navozených změn exprese a funkce hlavních transportních proteinů v játrech a ledvinách 

a jejich vlivu na farmakokinetiku modelových substrátů. Pozornost byla soustředěna 

především na ABC efluxní transportéry (konkrétně P-gp, Mrp2) lokalizované na apikálních 

membránách buněk exkrečních orgánů, a Oatp2 transportér důležitý pro vstup léčiv do 

buněk přes bazolaterální membránu. Použitými léčivy pro bližší popis změn v aktivním 

transportu byly dexamethason a amiodaron. Dexamethason je velmi silný syntetický 

kortikosteroid, který in vitro i in vivo prokázal významný indukční vliv na eliminační 

procesy, tj. biotransformační enzymy i transportéry. Naopak amiodaron, život zachraňující 

antiarytmikum, je známým inhibitorem metabolizmu léčiv a recentně byl popsán jeho 

přímý inhibiční vliv i na aktivní transportéry. 

Bylo pozorováno, že podávání dexamethasonu stimuluje celkovou clearance 

rhodaminu-123, modelového substrátu P-gp, zvýšením biliární i močové exkrece. Na 

molekulární úrovni byla potvrzena zvýšená genová exprese i zvýšené množství proteinu na 

membráně. Detailní kvantitativní imunohistochemická analýza vzorků jaterní tkáně 

ukázala, že P-gp je primárně exprimován především v periportálně lokalizovaných 

hepatocytech jaterního acinu, přičemž relativní nárůst exprese během podávání 

dexamethasonu je významně vyšší v perivenózní zóně. Současně jsme popsali jaterní 

steatózu navozenou podáváním dexamethasonu – histologicky prokázanou především 

v periportálních buňkách. 

Obdobně jako u P-gp, i u Mrp2 transportéru jsme za použití stejné metody 

kvantitativně popsali fyziologickou lokalizaci především v periportální oblasti a významný 

relativní nárůst směrem k uniformní expresi v celém acinu při podávání steroidu. Zvýšení 

exprese Mrp2 po podání dexamethasonu bylo prokázáno i analýzou exprese proteinu 
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a zvýšením biliární exkrece konjugovaného bilirubinu – endogenního substrátu tohoto 

transportéru. 

V další studii jsme pozorovali výraznou modifikaci kinetiky metotrexátu, široce 

používaného antirevmatika a antineoplastika, za současného podání amiodaronu. Po 

aplikaci amiodaronu v dávce navozující plazmatické koncentrace identické 

s terapeutickými u člověka bylo pozorováno podstatné snížení biliární (a korespondující 

pokles celkové) clearance za současného významného nárůstu plazmatické koncentrace 

metotrexátu. Uvedená pozorování, byť sotva přímo přenositelná na situaci podávání 

u člověka, poukazují na možnou klinickou interakci a zvýšené riziko projevů toxicity 

metotrexátu. Důsledek interakce, především hematologická toxicita, byl již ve formě 

kazuistik popsán v klinické praxi u nemocných s psoriázou. Dále jsme na obdobném 

modelu zkoumali vliv makrolidového antibiotika azitromycinu na kinetiku metotrexátu, 

avšak nepozorovali jsme žádné významné změny. Obě léčiva jsou substráty Mrp2 

proteinu, nicméně jejich současné podání nevedlo k modifikaci kinetických parametrů 

žádného z nich oproti samostatnému podání. 

Antiarytmikum amiodaron bylo použito i v další studii, kde jsme blíže zkoumali 

jeho vliv na eliminaci rhodaminu-123. Již dříve bylo popsáno, že amiodaron je inhibitorem 

funkce P gp, avšak význam interakce v klinické praxi není zcela objasněn. Provedený in 

vivo experiment potvrdil teoretický předpoklad, že akutní intravenózní aplikace 

amiodaronu významně sníží biliární exkreci rhodaminu-123. Současně provedená in vitro 

transportní studie s primárními hepatocyty blíže osvětlila mechanizmus in vivo 

pozorovaného snížení jaterní eliminace, kdy konkrétním místem blokády transportu není 

eflux, tj. kanalikulární membrána s ABC transportéry (P-gp), ale naopak vychytávání 

léčiva a jeho přestup bazolaterální membránou. Opakované podání antiarytmika vedlo ke 

zvýšení renální eliminace substrátu v závislosti na době podávání. Z výsledků analýzy 

exprese transportních proteinů vyplynulo, že se současně zvýšilo množství efluxních P-gp 

a Mrp2 v ledvinách. Rovněž bylo pozorováno, že opakované podávání inhibitoru vedlo 

k indukci exprese P-gp i v játrech. 

Cílem poslední studie bylo zhodnotit vliv dexamethasonu na jaterní eliminaci 

a celkovou kinetiku metotrexátu. Farmakokinetické parametry metotrexátu byly 

hodnoceny u potkanů v průběhu in vivo studie za ustálených koncentrací po aplikaci 

dexamethasonu v různých dávkovacích schématech. Předléčba vedla k významné redukci 

biliární clearance metotrexátu. Současně bylo pozorováno zvětšení jater spojené s výrazně 

zvýšenou kumulací metotrexátu v játrech. Analýza plazmatické aktivity jaterních enzymů 
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provedená před a po podání metotrexátu ukázala potenciaci jaterní toxicity navozené 

předléčbou samotným kortikosteroidem. Výsledky této práce poukazují na hepatocelulární 

změny navozené narušením biliární eliminace metotrexátu. Zvýšení jaterní kumulace 

tohoto cytostatika může přispívat ke zvýšení jeho hepatotoxicity za současného podávání 

dexamethasonu. Dále byly in vivo popsány významné změny v expresi transportních 

proteinů pro organické anionty v játrech i ledvinách navozené podáváním dexamethasonu. 

Shrnuté výsledky uvedených prací popisují aspekty farmakokinetických interakcí, 

kdy konkrétním mechanizmem je modulace (ve smyslu zvýšení či snížení) aktivního 

transportu léčiva způsobená podáním léčiva jiného. Naše výsledky také zdůrazňují význam 

in vivo studií při hodnocení vlivu exogenních látek na aktivitu transportérů v eliminačních 

orgánech. 
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 Active transport is a substantial factor affecting drug pharmacokinetics by either 

facilitating or hampering the penetration of the drug through physiological barriers or 

between different compartments. Thus the membrane transporters exert, along with 

enzymes of biotransformation, significant influence on the disposition of the drug in the 

organism. The spectrum and extent of transporter expression and their localization at the 

cytoplazmic membranes consequently affect the principal pharmacokinetic processes, i.e., 

absorption, distribution, metabolism, and excretion. However, the activity of the transport 

proteins can be modified by many factors including concomitantly administered drugs. 

Combination of drugs in which one modulates the transport of the other can bring about 

a drug-drug interaction resulting in profound changes in pharmacokinetics and 

subsequently pharmacodynamic effects. 

 The studies included and discussed in the present thesis focused on closer research 

of drug-induced changes in the expression and function of the main hepatic and renal 

transporters and their effects on the pharmacokinetics of the model substrates. The subject 

of our particular interest were ABC efflux transporters (namely P-gp and Mrp2) localized 

to the apical membranes of polarized epithelium cells in the excretory organs, and also 

Oatp2 transporter playing important role in the basolateral uptake of drugs. 

Dexamethasone and amiodarone were employed to bring about changes in the active 

transport. Dexamethasone is a potent corticosteroid that showed capability to increase 

elimination processes, i.e. to induce enzymes and transporters both in vitro and in vivo. 

Amiodarone, a life-saving antiarrhythmic, is a well-known inhibitor of drug metabolism. 

Its direct inhibitory effects on the active transport have recently been reported.  

 Our data showed that dexamethasone treatment stimulates the total clearance of 

rhodamine-123, a model substrate of P-gp, by increasing its biliary and urinary excretion. 

Investigating the changes at the molecular level, we observed increased gene expression, 

i.e. higher amount of both protein and mRNA. a detailed quantitative 

immunohistochemical sample analysis subsequently showed that P-gp is primarily 

expressed in hepatocytes localized periportally within the liver acinus. The relative rise in 

its expression during dexamethasone treatment was, however, significantly higher in the 

perivenous zone. Dexamethasone treatment also produced liver steatosis – histologically 

proven especially in the periportal hepatocytes. 

Similarly to P-gp, we described the physiological localization of Mrp2 

preferentially in periportal areas using identical methodology. Dexamethasone treatment 

produced (again as in P-gp induction) a relative rise of the protein amount towards 
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a uniform expression throughout the acinus. Significant induction of Mrp2 activity was 

confirmed also by protein expression analysis using Western blotting and by an in vivo 

study, where we detected an increase in the biliary excretion of conjugated bilirubin – an 

endogenous substrate of the transporter.  

 Our next study demonstrated marked amiodarone-induced modification in the 

kinetics of methotrexate, a widely used antirheumatic and antineoplastic agent. After 

amiodarone administration at a dose producing plasma concentrations identical to those 

observed in clinical practice we observed a substantial drop in biliary (and correspondingly 

in total) clearance accompanied by significant rise in steady-state plasma concentration. 

These data, although not directly transferrable to clinical situation in human, point to 

a possibility of a clinically important interaction leading to a higher incidence of 

methotrexate toxicity. Such adverse events, especially myelosuppression, have already 

been reported in case reports in psoriatic patients. Using the same model we further 

investigated the influence of azithromycin, a macrolide antibiotic, on methotrexate 

kinetics. Both drugs are Mrp2 substrates. Concomitant application of azithromycin and 

methotrexate did not change any of the kinetic parameters of either drug when compared to 

their separate administrations. 

 Amiodarone was used also in the next study, in which we investigated its influence 

on the elimination of rhodamine-123. Amiodarone has previously been described as a P-gp 

inhibitor, yet the clinical significance of this issue has not been elucidated to date. Our in 

vivo experiments confirmed the hypothesis that acute intravenous amiodarone 

administration can significantly decrease biliary excretion of rhodamine-123. Subsequent 

in vitro transport study using rat primary hepatocytes further explained the mechanism of 

the in vivo observed elimination blockade, where the specific site of the transport inhibition 

is not efflux, i.e. canalicular membrane with ABC transporters (incl. P-gp), but conversely 

the uptake through the basolateral membrane. Repeated administration of amiodarone 

produced also a progressive time-dependent increase in the renal elimination of 

rhodamine-123. The expression analyses of the transporters demonstrated an induction in 

renal P-gp and Mrp2 proteins. At the same time we observed an induction of P-gp also in 

the liver after long-term amiodarone treatment. 

The aim of the last study was to evaluate the effects of dexamethasone treatment on 

the biliary elimination and overall kinetics of methotrexate. The dexamethasone 

pretreatment led to a marked reduction in methotrexate biliary clerance. a significant 

increase was observed also in the liver weights along with cumulation of methotrexate in 
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the liver tissue. According to the plasma enzyme activities determined before and after 

methotrexate administration, the dexamethasone-mediated hepatotoxicity was apparently 

further potentiated. Our results thus suggest a hepatocellular injury connected with the 

impaired biliary elimination of methotrexate. With the concomitant dexamethasone 

treatment the increase in hepatic accumulation of methotrexate may contribute to an 

increase in the hepatotoxicity of the antifolate. 

 The summarized results of the publications describe various aspects of the 

pharmacokinetic drug-drug interactions, where the underlying mechanism of the 

interactions is a modulation (either induction/activation or inhibition) of the active 

transport. Such modulation is produced by a simultaneous or previous administration of 

another drug known to affect the expression and/or function of transporting proteins. Our 

results also accent the importance of the usage of in vivo models in studies evaluating the 

effects of xenobiotics on transport activities in the organs of elimination. 
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