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Membranové transportéry maji vedle enzymi podstatny vliv na pohyb lé&iva
vorganismu. Spektrum a mira exprese transportérii a jejich lokalizace na
cytoplazmatickych  membrénach  bun&k pak  oviiviiuje prib&h  zdkladnich
farmakokinetickych déjii absorpee, distribuce, metabolismu a exkrece 1é¢iva.

Tématicky j¢ moZno plivodni prace, které jsou soucasti této dizertace, rozdélit do dvou
oblasti podle organt, jejichZ transportni procesy byly studovény. Prvni &ytfi pivodni prace
se zabyvaji expresi, lokalizaci a funkéni aktivitou efluxnich transportéri P-gp a BCRP,
v lidské a potkani placent¢ a v bun&éné linii BeWo odvozené od placentarniho
choriokarcinomu. V posledni praci byly studovdny transportéry, které jsou zapojeny do
vychytavani MRI diagnostické latky B22956/1 v bun&&nych liniich HepG2 a Chang Liver
pouzivané jako modely pro studium jaterniho transportu.

V prvni préaci byla potvrzena funkéni exprese P-gp (4bcb!) v placenté potkana na konci
bfezosti. V této studii byla pomoci dudini perfiize potkana in situ prokdzéna funkce P-gp
v omezeni piestupu lé€iv do plodu a dale jeho schopnost aktivné pumpovat své substraty
z krve plodu zpét do cirkulace matky.

ProtozZe viak nebylo zfejmé, zda je P-gp pfitomen (a2 miZe tak plnit svou ochrannou
roli) v placent& po celou dobu biezosti experimentalniho zvifete a zda se jeho exprese
v pritbéhu dozravani placenty méni, byla v navaznosti na pfedchozi studii zkoumdna
piiftomnost P-gp v placenté v priib&hu bfezosti potkana. Na mRNA tGrovni byla exprese
obou genlt kédujicich potkani P-gp, Abcbla a Abchlb, studovana pomoci relativni
kvantifikace metodou real-time RT-PCR a vztaZena k expresi housekeepingového genu
beta-2-mikroglobulinu. Pomoci Western-blottingu byl pak P-gp detekovén rovnéZ na
proteinové tdrovni. Imunohistochemickd metoda byla pouZita pro sledovani exprese a
pfedeviim lokalizace P-gp v placenté v priibéhu bfezosti potkana.

NaSe studie prokdzala pfitomnost mRNA transkripth obou genit kodujicich P-gp jiz
v 11.dni gestace. V této dobé jiz koni vyvoj chorioallantoické placenty potkana a
placenta za¢ind plnit svoji transportni funkci. Béhem dalsiho dozravani placenty se exprese
obou genii dale zvyfovala. Pomoci Western-blottingu byl P-gp detekovan od 13. a% do
konetného 22. dne bfezosti potkana. Imunchistochemicka analyza potvrdila pf{tomnost
placentarmiho P-gp jiz ve 13. dni bfezosti, kdy byl P-gp lokalizovdn ve vyvijejici se
labyrintové zoné placenty. Od 15, dne aZ do konce bfezosti byla jiZ imunopozitivita pro
P-gp pozorovéna ve vrstvé trofoblastu. Nade data tak naznaluji, Ze P-gp je pfitomen
v trofoblastu placenty brzy po jejim vzniku a miZe tak pravdépodobné plnit svou dlohu

v transplacentarni farmakokinetice po celou dobu biezosti potkana.
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V nadi dal$i praci jsme se zaméfili na studium teprve neddvno objeveného lékového
eftuxniho transportéru BCRP kédovaného genem ABCG2. Jeho lokalizace a funkéni
exprese byla sledovana na placentarni linii BeWo, kterd je pouZivand jako in vitro model
trofoblastu. Na Grovni mRNA transkriptdi pro BCRP jsme prokézali vyraznou endogenni
expresi tohoto transportéru v BeWo buiikéch, stejng jako v lidské termindlni placentd.
Piitommnost BCRP byla dale potvrzena na proteinové trovni v BeWo bun&tné linii i v
lidské placent® imunodetekci pomoci Western blottingu spouZitim monoklondini
protilatky BXP-21. FunkZni akumulatni studie prokazala vyznamnou aktivitu BCRP
v od&erpavani svych substrati ven zbun&. Pomoci nepfimé imunofluorescentni
mikroskopie jsme dale studovali subceluldrn{ lokalizaci BCRP v BeWo buiikach.
Lokalizace tohoto transportéru byla patrné pfedevsim na mikrovilézni apikalni membrang,
kterd odpovidala té strané vrstvy trofoblastu, jeZ je v pfimém kontaktu s matefskou krvi.
ProtoZe BeWo buiiky piedstavuji model trofoblastu, zdé se byt pravdépodobné, Ze BCRP
je schopen odSerpavat své substrity ve fetomaternalnim smé&ru ven z bunék této vrstvy.
Imunchistochemicka lokalizace BCRP v lidské placent potvrdila vyraznou expresi BCRP
pravé ve vrstvé trofoblastu, plesto¥e imunopozitivita pro BCRP byla patrnd |
v endotelovych bufikach fetdlnich cév. Uvedend data tak naznaluji, Ze BCRP, podobné
jako P-gp, pumpuje lé&iva a xenobiotika zpét do krevniho ob&hu matky a pravdépodobné
tak poskytuje ochranu plodu pfed potencidlné toxickym Glinkem t&chto litek. Uvedené
poznatky ziskané in vitro jsme posléze sledovali na in situ perfundované placent& potkana,
kdy jsme funk&ni aktivitu placentarniho BCRP prokazali pomoci modelového substratu
cimetidinu.

Na transkrip&ni trovni jsme dale pomoci absolutni kvantifikace porovnéavali hiadiny
exprese genil pro BCRP (4BCG2) a P-gp (ABCBI) v lidské placent€. Potet transkript:
ABCG?2 vice neZ desetindsobné prevySoval poéet transkriptit ABCBI. Na zékladé téchto
vysledkii se domnivame, Y¢ BCRP je pfinejmensim stejné dileZitym, ne-li dGlezit€jsim
[ékovym transportérem v placenté jako P-gp.

Cilem posledni price, kterd byla vypracovana na zdkladé mezinarodni spoluprace mezi
Centro studi fegato, University of Trieste a Farmaceutickou fakultou, bylo studium
molekuldrnich mechanismil jaterniho transportu diagnostika B22956/1 pro magnetickou
rezonanci na jaternich bun&nych modelech. B22956/1 je nova kontrastni latka pro
magnetickou rezomanci, ktera vykazuje znalnou bilidrni exkreci a proto se zda byt

vhodnou latkou pro hepatobilidrni zobrazeni. Jeji transportni vlastnosti jsme srovndvali
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s taurocholatem, jako typickym zastupcem endogennich latek, které podléhaji biliarni
exkreci.

Kinetika transportu byla sledovana pomoci vychytdvacich {,,uptake®) experimentti na
bunéénych liniich Chang Liver a HepG2, kieré jsou povaZovény za in vitro bunéiné
modely nenadorovych a nadorovych jaternich bun&€k. Tyto pokusy ndm ukazaly, Ze
transportni parametry taurocholatu byly velmi podobné v obou bun&énych liniich, zatimeo
B22956/1 je vychytavan 3,5 krat uginné&ji do Chang Liver bun&k ne2 do HepG2 bunék.

Vobou buiikéch byla pozorovdna inhibice vychytdvani B22956/1 v pHtomnosti
cholecystokininu-8 (CCK8), specifického inhibitoru transportéru OATP-§ (SLCO1B3),
atkoli tento efekt byl u HepG2 bungk patrny pouze pfi nizké koncentraci B22956/1.
Inhibiéni studie dale ukdzaly, Ze transport B22956/1 do Chang Liver bungk je inhibovan
taurocholdtem i bromsulfoftaleinem narozdil od transportu v HepG2 buikéch, na které tyto
inhibitory nemély vliv.

Vzhledem k tomu, Ze neni zndmo, jaké transportéry se podili na vychytavani B22956/1,
provedli jsme absolutni kvantitativni real-time RT-PCR analyzu exprese genli pro
transportéry OATP-A, OATP-B, OATP-C, OATP-D, OATP-E, OATP-8, OAT2, OAT3,
OCT1, NTCP, PEPT-1, PEPT-2 v liniich Hep(G2 a Chang Liver a ve zdravé jaterni tkani.
Vysledky ukézaly, Ze ve srovnéni s jaterni tkéni byla v HepG2 buiikach sniZena exprese
transportérii QATP-C (SLCIBI), OATP-D (SLCO3417) a OATP-8 (SLCOIB3), zatimco
exprese OATP-B (SLCO281), OAT2 (SLC2247) a OAT3 (SLC2248) byla podobné nebo
zvySend. Naopak v Chang Liver bunikdch transkripty OAT2 (SLC2247) a OAT3
(SLC2248) detekovény viibec a hladina OATP-D (SLCO341), OATP-E (SLCO4AD a
OATP-8 (SLCO/ B3) byla podobn4 jako v jatrech.

Z vysledkd inhibi¢nich experimentli usuzujeme, Ze QOATP-8 (SLCOIB3) Ize pokladat za
transportér, ktery se podili z velké vétliny na vychytdvani B22956/1. V Chang liver
butikach by dale mohly byt do vychytavani zapojeny transportéry OATP-D (SLCO3A41) a
OATP-E (SLCO4A41), aviak s mnohem mendi afinitoun. Z vysledkd na HepG2 buiikéch je
vidét, Ze OATP-8 se podili na transportu i pfes jeho nizkou expresi a 2e do transportu by
mohly byt zapojeny i OATP-B (SLCO2BI1) a OAT2 (SLC2247). Vzhledem k tomu, Ze
OATP-8 (SLCOI1B3) je transportér exprimovany vyhradné v jétrech a jeho exprese je
znatné potladena v jaternich nadorech, dalo by se ofekdvat, Ze kontrastni latka B22956/1
bude akumulovdna v jaternich nddorech méné a proto by mohla byt uZitetnym

diagnostikem pro rozli3eni nadorové a zdravé jaterni tkang.
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