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ABSTRAKT

STUDIUM LEDVINNE BIOELIMINACIE XENOBIOTIK NA BUNECNE
UROVNI II.

Syntetické analdégy somatostatinu znacené vhodnymi kovovymi radionuklidmi st
v nuklearnej medicine pouzivané pre scintigrafické zobrazenie anovsie ik cielengj
radioterapii niektorych typov malignych néadorov, u ktorych sa vyskytuje zvysSena
expresia somatostatinovych receptorov. Ich terapeutické pouzitie je vSak obmedzené
potencionalnymi radiotoxickymi tc¢inkami na oblicky v dosledku akumulacie tychto
radiopeptidov v bunkach tubulov obli¢iek. Tato kumulécia je spdsobend reabsorpciou
radiopeptidov v oblickovych tubuloch zatial' nie Uplne objasnenymi mechnizmami.
Cielom tejto prace bolo Studovat’ akumuldciu vyvojového receptorovo Specifického
derivatu somatostatinu DOTA-NOC (DOTA-1-Nal*-oktreotid) znageného indiom-111
(*'In-DOTA-NOC). Experimenty boli zamerané predovietkym na $tadium
mechanizmu oblickového uptake a na moznosti ovplyvnenia neziadicej kumulacie
Studovaného radiopeptidu v oblickovych bunkach potencionalnymi inhibitormi
vybranych transportnych systémov obli¢iek. Ako experimentdlny model sme pouzili
cerstvo izolované oblickové bunky potkana, ktoré boli ziskavané z obliciek zvierata
kolagendzovou metddou. Overenie zivotnosti buniek sa vykonalo pomocou trypanovej
modrej. Preparaty izolovanych buniek vykazovali spravidla zivotnost’ okolo 90% a boli
teda vhodné pre dany typ experimentu. Albumin, ktory je substrdtom a inhibitorom
megalinového transportného endocytarneho systému, namiesto ofakavanej inhibicie
uptake radiopeptidu paradoxne mierne zvySoval jeho akumulaciu v obliC¢kovych
bunkach. Probenecid, ktory inhibuje transportéry pre organické anidony, prekvapivo
vyrazne akumuldciu radiopeptidu znizoval. Inhibitor transportérov pre reabsorpciu
oligopeptidov - ampicilin - vyrazne znizoval akumulaciu **In-DOTA-NOC
v oblickovych bunkach. Ziskané vysledky by mohli ukazovat, Ze pre oblickovy uptake
n-DOTA-NOC maju vyznam jak transportéry pre organické anidny, tak transportéry
pre peptidy. Avsak je potrebné vylucit, ze pouzité koncentracie tychto inhibitorov nie st
cytotoxické, ¢o by mohlo tiez znizovat mieru kumulacie radioaktivity v dosledku
poklesu poctu aktivnych buniek v preparate. Predpokladant ucast megalinového

receptoru na akumulaciu radiopeptidov sme v uskuto¢nenych pokusoch nepotvrdili.
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ABSTRACT

STUDY OF RENAL BIOELIMINATION OF XENOBIOTICS AT THE
CELLULAR LEVEL II.

Synthetic somatostatin analogues labeled with suitable metal radionuclides are used
in nuclear medicine for scintigraphy. Recently, they are also used for targeting
radiotherapy in some types of malignant tumors with higher expression of somatostatin
receptors. Their therapeutical use is restricted due to a potential radiotoxic effects
on kidneys. This is a consequence of accumulation of those radiopeptides in the renal
tubular cells. The reason of this cumulation is the reabsorption of radiopeptides in renal
tubules. The mechanism of accumulation has not been expained so far. The aim of this
work was to study the accumulation of an experimental receptor specific derivate
of somatostatin, DOTA-NOC (DOTA-1-Nal®-oktreotid) labeled with indium-111
(*In-DOTA-NOC). The experiments were mainly focused on a study
of the mechanism of renal uptake and on possibilities how to modify an unfavourable
accumulation of the studied radiopeptide in the renal cells. Freshly isolated renal rat
cells, which we obtained by the collagenase method, were used as an experimental
model. Verification of the viability of renal cells was made by trypan blue exclusion
test. The preparates of renal cells showed viability approximately 90% and therefore
they could have been used for the given type of experiment. Albumin is a substrate and
an inhibitor of megalin endocytic transport system. It increased moderately
the accumulation of radiopeptide instead of the expected inhibition of the uptake.
Surprisingly, probenecid, which inbibits transporters for organic anions, decreased
the accumulation of radiopeptide markedly. Similarly, an inhibitor of peptide membrane
transporter, ampicilin, lowered the accumulation of **In-DOTA-NOC in the renal cells
significantly. The discovered results could mean that can be mediated by both
transporters for organic anions as well as transporters for oligopeptides. However, it is
necessary to eliminate a possibility that the concentration we have used, are not
potentionally cytotoxic. This can lead to declining the cumulation rate of radioactivity
as a consequence of decreasing the number of active cells in preparates. The expected

participation of megalin endocytic system was not proved in our experiments.



Zoznam pouzitych skratiek

CCK
CUB
DBP
DOTA
DTPA
GLP-1
GRP
HDL
LDL
MRP
NOC
NT
OA, OC
OATs
OCTs
PEPT
PRRT
RAP
RBP
RGD
SRIF
SS
SSTR
TATE
TOC
VLDL

cholecystokinin
cubilinové (domény)
protein vazajici vitamin D (vitamin D-binding protein)
1,4,7,10-tetraazacyclododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina
diethylentriaminopentaoctova kyselina
glucagon-like peptide-1
gastrin-releasing peptide
lipoprotein o vysoké hustoté (high-density lipoprotein)
lipoprotein s nizkou hustotou (low density lipoprotein)
multidrug-resistant associated proteins
[1-Nal®]-oktreotid = D-Phe-Cys-1-Nal-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr
neurotensin
organicky aniont, organicky kation
transportéry organickych aniontli (organic anion transporters)
transportéry anorganickych kationtd (organic anion transporters)
peptidové transportéry (peptide transporters)
peptide-receptor radionuclide therapy
S receptorom spojeny protein (receptor-associated protein)
protein vazajici retinol ( retinol-binding protein)
arginin-glycin- aspartamova kyselina
somatotropin release inhibiting factor
somatostatin
somatostatinovy receptor (somatostatin receptor)
[ D-Phe-Tyr®-Thr®]-oktreoctid
Tyr3-oktreotid

lipoprotein o velmi nizké hustoté (very low density lipoprotein)



1. UVOD



Hlavnou témou prace je Studium receptorovo specifickych peptidov zo skupiny
somatostatinovych analogov zamerané na ich spravanie v oblickach. Pouzivaju sa
pre zobrazovanie a terapiu najmid neuroendokrinnych nadorov, pretoze Ssa u nich
vyskytuju receptory specifické pre tieto peptidy. Radioaktivne znacCené analogy
somatostatinu su vylu€ované oblickami a v zavislosti na type analdégu st reabsorbované
Vv proximalnych tubuloch. To je pri¢inou ich akumulacie v oblickovom tkanive, ktora je
spojena s nefrotoxicitou. Tento neziaduci G¢inok obmedzuje ich pouzitie v terapii a
diagnostike.

Délezité je poznat’ transportné mechanizmy v obli¢kéach, ktoré si zodpovedné
zareabsorbciu lieCiv a tym aj za retenciu a akumulaciu radioaktivne znacenych
analdogov somatostatinu. Na zaklade tychto poznatkov je mozné objavit’ latky, ktoré by
tuto retenciu mohli ovplyvnit’ a zniZit’ tak poSkodenie obliciek.

Tato praca je zamerana na Studium oblickove] akumulacie radioaktivne
zna¢eného peptidu zo skupiny analogov somatostatinu [**In-DOTA]-1-Nal®-oktreotidu.
Sledovala sa ti¢ast’ megalin/cubilinového membranového transportného systému, ktory
sa vyskytuje v proximalnych tubuloch obli¢iek. Zaroven bola Studovana ucast’ aj inych
receptorov. Experimentalne prace skiimali mozné ovplyvnenie neziadicej oblickovej

akumulacie vybranymi latkami s vyuzitim izolovanych oblickovych buniek potkana.
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2. CIEL PRACE

Cielom tejto diplomovej prace bolo experimentdlne Studovat’ akumulaciu vybraného
radioaktivne znaceného peptidu zo skupiny analégov somatostatinu n-DOTA-NOC
v izolovanych obli¢kovych bunkach potkana. Dalej bolo cielom postadit vplyv
niekol’kych potencionalnych inhibitorov na tito neziaducu oblickovli akumulaciu.
Sucast'ou prace bolo tiez vypracovanie literarneho prehl'adu o su¢asnom stave poznania
vo vyvoji peptidovych receptorovo Specifickych radiofarmak a v problematike

obli¢kovych transportnych systémov.
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3. TEORETICKA CAST
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3.1. Transport lieCiv v oblickach

Oblicky hraja dolezitt tlohu v elimindacii hydrofilnych xenobiotik vratane lieciv,
toxinov a endogénnych zlucenin. Boli objavené vysokokapacitné transportné systémy
pre elimindciu velkého poctu cudzich zlucenin, ktoré sa do obli¢iek dostavaju.
Dolezitym mechanizmom pre vylucenie lieCiv a metabolitov do mocu je glomerularna
filtracia. Dal§im mechanizmom je transcelularny aktivny transport. Selektivny a
Specificky transport organickych kationov a anidnov je povazovany za tercidrny aktivny

transport, ktery vyuziva prenasace.

3.1.1. Transportné mechanizmy pre nizkomolekuliarne lieciva

Existuje mnoho transportérov lieiv v renalnom tubule, ktoré mézeme rozdelit’
do niekol’kych skupin. Medzi tie hlavné patria transportéry pre organické aniony (OAT)
a kationy (OCT). Vyskytuju sa na oboch stranach renalnych tubularnych buniek. Avsak
prevazny vyskyt OAT je na bazolateralnej membrane, zatial’ ¢o OCT su vo vicSej miere
v karti¢ovom leme apikdlnej membrany. Dal§imi skupinami transportérov v obli¢kach
st skupina P-glykoproteinu (Pgp), MRP (multidrug-resistant associated protein)
a prenasace pre peptidy (obr. 1).
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Obr. 1. Renalne transportéry. Obvyklé nazvy transportérov pre xenobiotika zodpovednych za sekréciu
(lava strana) a reabsorpciu (prava strana) v epitelidlnych bunkach proximalneho tubulu st uvedené

so Sipkami ukazujucimi smer transportu (Klaasen a kol. 2008).

3.1.1.1. Tubuldrny transport organickych aniénov

Prva skupinu tvoria transportéry organickych aniénov, oznacované ako OAT. U l'udi
boli identifikované 4 typy: OAT1, OAT2, OAT3, OAT4. Su lokalizované prevazne na
bazolateralnej membrane (OAT1 a OAT3) a prenasaju lieCiva z krvi do renalnych
tubularnych buniek. OAT1 a OAT2 maju afinitu vo¢i cidofoviru a adenoviru. OAT3 sa
vyznacuje vysokou afinitou pre dehydroepiandrosteron a
estradiol-17beta-D-glukuronid. Spolu s OAT1 prenasaju okrem inych aj uremické
toxiny, kyselinu hipurovt a indolacetat.

Dalsou skupinou si prenasade organickych anionickych polypepidov (OATP).
OATP1 sa zucastnuje exkrécie glukokortikoidov a spironolaktonu. OATP2 a 3
prenasaju tyroxin a trijodtyrosin.

Tretou skupinou st prenaSace MRP, ktoré patria do nadrodiny ABC
transportérov. MRP1, 3, 5, 6 sa nachddzaju na bazolaterdlnej membrane, zatial ¢o

MRP2 a 4 v kartatovom leme apikalnej membrany (Launay-Vacher a kol. 2006).
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3.1.1.2. Tubuldrny transport organickych katiénov

Prvou skupinou su transportéry oznacované ako OCT. Hraju doélezita fyziologicku a
farmakologicku ulohu v reabsorpcii a sekrécii endogénnych a exogénnnych zlucenin:
cholinu, dopaminu, adrenalinu, histaminu, TEA, cimetidinu a chininu. Nachadzaju sa
V renalnom proximalnom tubule a zbernych kanalikoch, a to hlavne v kartacovom leme
apikalnej membrany. St zodpovedné za prenos lie€iv z buniek do tubularneho lumen.
Druhou skupinov je P-glykoproteinovy prenasac. Tvori podskupinu
transportérov ABC nadrodiny. Ul'ahCuje aktivnu exkréciu alkaloidov, antracyklinov,
steroidov, cyklosporinu a inych hydroféobnych organickych katiénov. Je lokalizovany
Vv kartd¢ovom leme apikdlnej membrany a funguje ako efluxnd pumpa z vnutra
rendlnych buniek do zberného kandliku. Doteraz ~ bolo popisanych 20 Pg-p

polymorfizmov, ale len dva z nich maju klinicky efekt (Launay-Vacher a kol. 2006).

3.1.1.3. Transport peptidov v obli¢kovych tubuloch

V rendlnych tubuloch su sekretované a reabsorbované lieciva typu peptidov. Ich
reabsorpcia prebiecha pomocou prenasacov lokalizovanych na kartdovom leme
apikalnej membrany rendlnych tubularnych buniek. U l'udi boli identifikované dva
prenasace: PEPT1 aPEPT2. Substratmi su niektoré cytostatika, inhibitory
angiotenzin-konvertujuceho enzymu a betalaktamové antibiotika (Launay-Vacher a kol.
2006).
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3.1.2. Transportné mechanizmy pre proteinové liefiva

Lie¢iva s vySSou molekulovou hmotnostou typu oligopeptidov a proteinov su

Vv rendlnych tubuloch prendsené do buniek systémom megalin/cubilin (obr. 2).
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Obr. 2. Strukturna organizacia a interakcia medzi megalinom a cubilinom a substraty tymto systémom

transportované (Christensen a Birn 2001).
Megalin

Megalin je 600 kDa transmembranovy protein patriaci do skupiny receptorov
lipoproteinov s nizkou hustotou (LDL). Je exprimovany v polarizovanych epitelidlnych
bunkéich rendlniho proximdlniho tubulu, glomeruldrnych podocytoch, choroiddlnom
plexe, ependymalnych bunkach, bunkach stitnej zlazy, bunkach labyrintu vntitorného
ucha a ciliarnom epitele oka. Nachadza sa tiez v pneumocytoch typu Il, v bunkach
pristitneho telieska produkujucich paratyroidealny hormoén, tenkom Ereve, maternici,
vajcovode, cytotrofoblaste placenty a vo visceralnom Zitkovom vaku (Christensen a
Birn 2001).
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Megalin bol prvykrat identifikovany ako antigen pri Heymannovej nefritide
u potkanov. Bol izolovany z kartaCového lemu a pomenovany ako gp 330 na zaklade
molekulovej hmotnosti. Bolo identifikovanych mnoho ligandov megalinu, ktoré su
dolezité pri tubularnom vychytavani filtrovanych proteinov. Medzi jeho ligandy patria
napr. proteiny viazice vitaminy, niektoré hormoény, enzymy, inhibitory enzymov,
lipoproteiny. Hraje dolezitu ulohu v metabolizme a homeostaze esencialnych vitaminov.

Megalin pozostava zo 4600 aminokyselin s NHz-koncovou extracelularnou
doménou, jednoduchou transmembranovou doménou a kratkym cytoplazmatickym
retazcom. Ma spolo¢né vlastnosti s LDL-receptormi, LDL pribuznym receptorom,
VLDL-receptormi a receptorom pre apolipoprotein E (Christensen a Birn 2001).

Hlavnou funkciou je vychytavanie proteinov Vv tubuloch. Aj ked” malo jeho
ligandov je mozné ocakavat' vo filtrate, mnoho z nich indikuje poruchu tubularne;j
reabsorpcie. Su to napriklad vitamin D viazuci protein (DBP), vitamin A viazuci
protein (RBP), aj-mikroglobulin a B,-mikroglobulin. Medzi jeho ligandy normalne
filtrované v glomerule patria DBP, RBP, prolaktin, inzulin, albumin, lyzozym,
transkobalamin-Bj, a mnoho inych (Christensen a Birn 2001). Vo vicsine pripadov je
védzba ligandov zavisla na vapentych ionoch (Christensen a kol. 1992). Vizba takmer
vSetkych ligandov moéze byt inhibovand RAP. Tato velka afinita je vyuZzivana
pre stadium funkcie receptoru. Megalin ma pre RAP dve vizbové miesta, pricom jedna
molekula sa viaze s vySSou afinitou a druha s nizSou (Moestrup a kol. 1996).

Ukazalo sa, Ze megalin viaze a sprostredkuvdva uptake niekol’kych
polybazickych a potecidlne nefrotoxickych latok v proximalnom tubule obli¢iek. Patria
medzi ne aminoglykozidy netilimicin, gentamicin, amikacin a polymyxin B. Tieto
lieCiva su filtrované v glomerule s naslednym endocytarnym uptake a akumulaciou
v endocytarnom aparate a lyzozémoch buniek proximalniho tubulu (Christensen a Birn
2001).

Cubilin

Je to 460 kDa periférny membranovy protein, znamy ako intestindlny vnttorny
faktor-kobalaminovy receptor, je exprimovany spolu s megalinom V renalnom
proximalnom tubule. Taktiez sa vyskytuje vo viscerdlnom zitkovom vaku, epitele

tenkého cCreva, placentarnom cytotrofoblaste a lyzozomoch. Jeho primarna Struktara
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bola identifikovana u potkanov, I'udi a psov. Napriek odliSnej Struktire maji
s megalinom podobné vlastnosti. Je multiligandovy, endocyticky, majuci niekolko
spolo¢nych ligandov s megalinom. Bol identifikovany ako ciel’ teratogénnych protilatok
produkovanych u kréalikov po aplikacii preparatov na kartaCovy lem a pomenovany
gp 280 na zaklade molekulovej hmotnosti (Christensen a Birn 2001).

Pozostava z 3600 aminokyselin bez transmembranovej domény. Extracelularna
doména pozostava z 27 CUB domén (Complement C1r/Cls, Uefg a Bone morphogenic
protein-1). Pred CUB doménami sa nachadza 110 aminokyselin a 8 EGF S$truktur.
Inicidlny usek aminokyselin obsahuje furinové Stiepiace miesto, ktoré je pravdepodobne
zodpovedné za proteolytickit aktivitu. NH,-koncova skupina je zodpovedna
za ukotvenie proteinu v membrane.

Medzi jeho ligandy, ktoré sa bezne vyskytuju v glomerularnom ultrafiltrate
moézeme zaradit' albumin, imunoglobulin s ahkymi retazcami a apolipoprotein A-I.
Stadie ukazali, e cubilin je nepostradatelny pre normalnu reabsorpciu albuminu
z filtratu, inak dochadza k albuminurii. Cubilin taktieZ viaze RAP, ale vyznam tejto
vizby nie je zndmy.

Viacsina ligandov prenaSanych megalinom alebo cubilinom v proximalnom

tubule je degradovana v lyzozémoch (Christensen a Birn 2001).
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3.2. Vyvoj novych peptidovych analégov

Prirodna Struktara peptidov je pri¢inou ich citlivosti voc¢i peptidazam Vv krvi a inych
tkanivach. To obmezuje ich potencionalne vyuzitie ako radiofarmak. Pre klinické
pouzitie si vhodné metabolicky stabilné analogy. Spdsobov ako ich stabilizovat’ je
viacero. Patri medzi ne zaclenenie nebiodegradovatelnej vizby, cyklizdcia a
stabilizované aminokyselinové derivaty nahradzajtice prirodné aminokyseliny. Vyhodna
je in vivo stabilita, dlha doba zadrziavania radioaktivity v nadore a tiez jej rychle
odstranenie z ostatnych tkaniv a krvi. Zaclenenie radioaktivne znacenych peptidov
do nadorovych buniek méze viest’ k zadrziavaniu radioaktivity. Agonisti peptidov Casto
podliehaju endocytdze, ktora ul'ahcuje ich vclenenie do nadorovych buniek, zatial’ ¢o
antagonisti tychto peptidov sa nevcClenuji. V stcasnosti je vyskum zamerany

predovsetkym na receptorovych agonistov (de Visser a kol. 2008).

3.2.1. Peptidy cielené na SST receptor

V poslednej dobe sa zvySuje zaujem o pouzitie radiopeptidov pri targetingu tumorov
jednak pre lokalizdciu a zdroven pre interni radioterapiu neoplazmov. Analogy
somatostatinu, radioaktivne znacené mnohymi gama-, pozitron- a beta-Ziaricmi su

prototypmi takychto peptidov (Wild a kol. 2003).

Somatostatin je cyklicky peptidovy hormoén. Existuje Vv dvoch bioaktivnych
molekularnych forméch: somatostatin-14 a na N-konci predizena forma somatostatin-28
(obr. 3). Vykazuje rozdielne biologické ucinky v roznych castiach tela ako napr.
v mozgu, tenkom creve, hypofyze, pankrease a niektorych zlozkdch imunitného
systtmu. Medzi jeho UCinky patri inhibicia sekrécie hormoénov, modulacia
neurotransmisie a proliferdcia buniek. Tieto deje su sprostredkované Specifickymi

receptormi spojenymi s G- proteinom (Wild a kol. 2003).
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Ser-Ala-Asn-Ser-Asn-Pro-Ala-Met-Ala-Pro-Arg
élu-Arg-Lys-A[o-Gly-CYs-Lys-Asn-Phe- Phe~Trp
$ST-28 Cys-Ser-Thr-Phe-Thr - Lys

Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe- Phe g, D
|
SST-14 Cys-Ser-Thr-Phe-Thr - Lys

Obr. 3. Struktira somatostatinu 14 a 28 (Patel 1999)

Existuje pit podtypov receptorov oznatovanych ako sstry-sstrs. Styri z nich
nerozliSuji medzi SS-14 a SS-28. Su zodpovedné za rézne biologické odpovede.
Niektoré zreceptorov su nadmerne exprimované V nieckolkych nadoroch, hlavne
neuroendokrinnych aich metastazach. Tieto nadory mézu byt zobrazované in vivo
pomocou chelatovanych kovovych radionuklidov konjugovanych so somatostatinovymi
analogmi, napr. [‘In-DTPA-D-Phe']-octreotidom  (OctreoScan). Dalsim je
9MT¢-depreotid, ktory sa pouziva na hodnotenie solitdrnych pl'icnych uzlikov, tumorov
pfs a melanému. [ IN]DOTA-TOC a [*Tc]DOTA-TOC st efektivnymi zobrazovacimi
a terapeutickymi latkami. Naviac nahrada alkoholickej skupiny na C-konci oktapeptidu
karboxylovou skupinou viedla k zvyienej afinite k sstro. ['LulDOTA-TATE a
[*"In-DTPA]-oktreotid vykazuju vysSiu afinitu k sst; receptorom v porovnani
s OctreoScanom. Ich afinita k sstrs je nizka, k sstr3 takmer zanedbatel'na a k receptorom
sst; a ssty nemaju ziadnu afinitu (Wild a kol. 2003).

9MTc znaGené somatostatinové analogy, **"Tc-[HYNIC- Tyr®]oktreotid a
9¥MTC-[HYNIC- Tyr*Joktreotat, su oznaované ako d’alsie sfubné radiofarmaka.

Rédioaktivne znacCené analdgy oktreotidu a oktreotditu maju vysoku afinitu
k sstr,, Co je najCastejSiec sa vyskytujuci podtyp receptoru Vv neuroendokrinnych
nadoroch. U niektorych typov nadorov sa tento receptor vobec nevyskytuje alebo je tam
vo vel'mi malom mnozstve. Heterogénna skupina sst receptorov vyzaduje markry alebo
ich kombinacie, aby mohli 0to¢it' na viac réznych typov sst- receptorov. Bolo
vytvorenych mnoho DOTA-somatostatinovych analdégov, vSetky zaloZzené na oktreotide,
s modifikiciami na aminokyseline v pozicii 3. Dva z nich [DOTA®-Nal*|oktreotid a
[DOTA’- BzThi®*Joktreotid maju vysoku afinitu k sstr, ,Sstrs a sstrs (Ginj a kol. 2006).

Agonisti peptidov sa do bunky zaclenia po naviazani na receptor. Tento proces
je povazovany za dolezity a veduci k zadrziavaniu radionuklidu v cielovej bunke.

Nedavno bola porovndvand ucinnost’ agonistov a antagonistov. Ukézalo sa, ze
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antagonisti, aj napriek tomu, Ze sa do bunky nezacleiuju, sa vo vyssej miere akumulujt
v nddorovych bunkach, zatial’ o receptorova afinita bola u oboch rovnaka. A zaroven
akumuldacia v zdravych tkanivach, okrem obliciek, bola niz§ia u antagonistov. Z tychto
vysledkov vyplyva, Ze antagonisti mozu byt lepSimi kandidatmi v terapii nez agonisti

(Ginj a kol. 2006).

3.2.2. Peptidy cielené na GRP receptor

Zvysené mnozstvo tychto receptorov sa nachadza v mnohych l'udskych nadoroch ako st
napriklad rakovina prostaty a pfs. Vysoku afinitu k tymto receptorom ma bombesin,
peptid obsahujuci 14 aminokyselin, preto jeho radioaktivne znacené analdgy mozu byt
uéinné v zobrazovani a terapii. Prvé pokusy o vytvorenie vhodnych zla¢enin boli
zamerané na zluceniny znacCené jodom. Boli vSak nestabilné a jod bol rychlo
odstranovany z nadorovych buniek. V sucasnosti sa vyskum zameriava na znaenie
110 4 9" Te.

Technéciom-99m znacené bombesinové analdégy sa akumuluji v peceni a
¢revach vdaka ich vysokej lipofilite. Tato ich vlastnost’ znemoziiuje detekciu
abdominalnych nadorov, preto bola vyvinuta snaha o jej zniZenie. Jednou z moznosti
bola konjugacia s bifunkénou chelataénou latkou, hydrazin-nikotinatom (HYNIC),
a koligandom, N,N’- etylendiamindioctovou kyselinou (EDDA). To viedlo k znizeniu
lipofilych vlastnosti a tym aj K niz$ej hepatobiliarnej a renalnej exkrécii (Ferro-Flores a
kol. 2006).

Indiom-111 znacené anal6gy bombesinu sa Casto pouzivaju ako nahradnici
pri urovani biodistribucie a dozimetrie terapeutickych radiofarmak znacenych
radioaktivnymi prvkami ako napriklad *°Y. DTPA a DOTA sa Vv bombesinoch
pouzivaju ako chelata¢né latky. DTPA analogy su dobre vychytavané nadorom a rychlo
odstrafiované z krvi a tkaniv. Na druhej Strane DOTA anal6égy maju lepSiu vizbova
schopnost’ K receptoru, preto je mozné ich vyuzitie v SPECT, PET a PRRT. Sl'ubymi
zlageninami su napriklad DOTA-PESIN a *""Lu-AMBA. Nevyhodou DOTA-PESIN je
vysoka retencia v oblickach. *"’Lu-AMBA ma dobré vysledky in vivo u zvierat, ale je

podobne ako DOTA-PESIN zadrziavany Vv obli¢kach. Tato retencia nemoze byt znizena
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ani sicasnym podanim lysinu, ktorého je v tychto sekvenciach malo (de Visser a kol.
2008).

Pouzitie bombesinovych analégov moze byt slubné v PRRT. Klinicka
scintigrafia pomocou *"Tc a ®®Ga znatenych bombesinovych analogov jasne
ohranicila nadorové lézie vratane lymfatickych uzlin a metastaz. Nevyhodou je ich
vychytavanie v pankrease a crevach.

Je zaujem o pouzitie tychto analégov u rakoviny prostaty, ktora nereaguje
na hormonalnu lie¢bu. Doteraz dostupné lieCebné stratégie su efektivne len okrajovo.
Stadie ukazali, ze¢ mozu byt pouZité len v ranych $tadiach androgen-dependetného

nadoru prostaty (de Visser a kol. 2008).

3.2.3. Peptidy cielené na NT- receptory

Neuroendokrinné pankreatické tumory mozu byt lokalizované a lieCené pomocou
somatostainovych analdogov. Tie vsSak nie su dostacujice pre exokrinnu rakovinu
pankreasu, pretoze 75% karcindmov pankreatickych vyvodov ma NT receptory kym
normalne pankreatické tkanivo, pankreatitida a endokrinna rakovina pankreasu tieto
receptory nemaju. Neurotenzin (NT) je peptid zloZzeny z 13 aminokyselin, lokalizovany
V centralnej nervovej ustave, V periférnych tkanivach a hlavne v gastrointestinalnom
trakte. Nestabilita prirodzeného NT viedla k snahe syntetizovat’ analogy, ktoré by boli
menej citlivé na degradaciu a udrzali si afinitu k receptorom. U In znacenych
NT analégov spojenych s DOTA a DTPA se ukazalo, ze vlozenie syntetickej
aminokyseliny do C-koncovej ¢asti neovplyvnilo védzbovu afinitu. Ich neyhodou je
vysoka retencia v obligkach (de Visser a kol. 2008). *™Tc¢ znaceny, stabilizovany NT,
sa vychytaval vo va¢Sej miere v nddore a v oblickach bolo vychytavanie redukované

(Maes a kol. 2006).
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3.2.4. Peptidy cielené na CCK,- receptor

Cholecystokininové receptory sa vyskytuju v medularnych karcinémoch Sstitnej zlazy,
v malobunkovom karcinome pluc, ovaridlnej rakovine, u astrocytomov a niektorych
inych typoch nadorov. Na zaklade tychto informacii bolo zistené, Ze vhodnymi
kandidatmi pre diagnostiku a terapiu l'udskych nadorov mozu byt analdégy gastrinu
znaCené radioaktivnym jodom (Behr a kol. 1998). Najslubnejsim  je vSak
["*In-DOTA®]CCKg s vysokou afinitou k tymto receptorom. Je schopny zobrazit
nadory in vivo u potkanov a tiez u pacientov s metastazami.

Okrem CCK analégov, mdézu byt vhodné analdogy minigastrinu, napriklad
n-DOTA-minigastrin alebo [*™Tc]Demogastrin 2 ([ N, Gly°,(D)Glu*]minigastrin)
(de Visser a kol. 2008).

3.2.5. Peptidy cielené na GLP-1 receptor

Novym slubnym kandidatom v boji proti rakovine je GLP-1 receptor, ¢len rodiny
glukagonovych receptorov. Nadmerne sa vyskytuje v 'udskych endokrinnich nadoroch,
u inzulindmov, gastrindmov a feochromocytomov.

Prirodzene sa vyskytujuci agonisti st pomerne rychlo degradovany v krvi. To
bol dovod k hl'adaniu stabilnejSich foriem akou je napriklad selektivny analdg exendin.
Neskor boli  jeho vlastnosti optimalizované. Viedlo to ku dvom novym
"n-DTPA-konjugovanym exendin-4 analogom: 'In-DTPA-Lys*-exendin-4 a
[Lys* (Ahx-DTPA-"*In)NH,]exendin-4.

Neexistuje vSak zatial' ziadna klinicka $tudia. Pre terapeutické Gi¢ely moze byt
problémom zadrziavanie v oblickach. Avsak ked bude tento problém prekonany, je

vysoka pravdepodobnost’ jeho vyuzitia pre PRRT (de Visser a kol. 2008).
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3.2.6. Peptidy cielené na ay B3 integrin

ay B3 integrin, transmembranovy protein, sa nachadza na povrchu proliferujucich
endotelidlnych buniek, ale chyba na endotelidlnych bunkéch v pokojovom stadiu.
Tumor v&acsi nez 1-2 mm potrebuje pre svoj rast nové cievy. Na ich povrchu sa
nachadza oyB3 integrin, a preto je potencionalnym cielom pre receptormi
sprostredkované zobrazovanie a terapiu.

Pre vdzbu extracelularnych matrixovych proteinov na ayf3 receptory je potrebna
sekvencia aminokyselin, a to arginin-glycin-aspartamova kyselina (RGD). Bolo
uskuto¢nenych niekol’ko §tadii na optimalizaciu zlG¢enin cielenych na ayfs Zistilo sa,
7ze cyklicka zlucenina RGD obsahujica péat aminokyselin (RGD+hydrofobna
aminokyselina v pozicii 4+d’alsSia aminokyselina na mieste 5) ma najvyssiu vdzbovu
schopnost’. Medzi zli€eniny obsahujuce tuto sekvenciu aminokyselin patria S DTPA a
DOTA konjugované analégy znacené “In, 0y, MLy, *8Ga, *Cu, ktoré umoznuju
SPECT a PET zobrazovanie a PRRT (de Visser a kol. 2008).

V snahe zvysit' viazbovu afinitu k receptorom boli vyvinuté viacmocné RGD
peptidy. Porovnavali sa vlastnosti DOTA- viazanych monomérnych, dimérnych a
tetramérnych RGD peptidov znagenych *'In. Bolo zistené, Ze tetramérne peptidy boli
ovela lepSie vychytavané tumorom in vivo neZ ostatné. Ako alternativu syntetizovali
multimérne peptidy - dendriméry, makromolekuly pozostavajlice z mnoZstva
rozvetvenych monomérov. Vysledky ukazali, Ze tetramérne dendriméry mali vysSiu
afinitu a vychytdvanie nddorom nez monomérne a dimérne analdgy. Tieto vyhodnejSie
vlastnosti boli pripisované zvysenej koncentracii multimérov Vv blizkosti receptorov. Ich
nedostatkom je vychytavanie v oblickach. V §tadii zameranej na zistenie potencialu
cyklickych RGD analégov bolo zistené, Ze intraperitonealne podanie tejto latky
u intraperitonealne rastiiceho nadoru viedlo k zna¢ne vys$iemu vychytavaniu tumorom,
neZ pii intravendznom podani. AvSak vychytavanie inymi organmi nebolo ovplyvnené

cestou podania ( Dijkgraaf a kol. 2007).
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3.3. ZvySenie terapeutického efektu

Zvysenim hustoty receptorov na nadorovych bunkdch je mozné rozsirit

terapeutické okno.

3.3.1. Upregulacia receptorov

Pouzitie vonkajsieho Ziarenia v davke 4 — 16 Gy a tiez nizkych terapeutickych davok
viedlo k indukcii upregulacie sst, a gastrinovych receptorov. U potkanov s nadorom
pankreasu boli pouZité v nizkych nelieebnych davkach [*''Lu - DOTA®, Tyr®]oktreotat
a [*In-DOTA Joktreotid. Vysledkom bolo zvysenie hustoty sst, receptorov (de Visser
a kol. 2008).

3.4. Kombinovana liecba

3.4.1. Chemoterapeutika a radiosenzitizéry

Vyskumy poslednej doby boli zamerané na kombinaciu PRRT s chemoterapiou alebo
s radiosenzitizujicimi latkami s cielom zvySit' terapeuticky efekt u pacientov
s neuroendokrinnym nadorom. Bola porovnavana mono- a kombinovana lie¢ba u mysi
snadorom pankreasu. Bol testovany ['Lu-DOTA?, Tyr’Joktreotid samostatne
a v kombinacii s cisplatinou alebo doxorubicinom. Vysledkom bolo zvysenie uc¢innosti
0 14% v kombinacii s doxorubicinom a o0 23% s cisplatinou.

Druhou moZnostou je pouzitie radiosenzitivujucich latok. Zistilo sa, Ze
kombinacia 5-flourouracilu s vysokymi davkami ''In znaenym oktreotidom je
bezpecna a jej uCinnost’ je porovnatel'na s pouzitim samotného zna¢eného peptidu.

Johnson a kol. 2006 testovali kombinaciu zna¢enych bombesinovych analdégov
s chemoterapeutickymi latkami, napr. docetaxelom a estramustinom. St skusané

v terapii na androgénoch nezavislého nadoru prostaty. Pracuju synergicky ako
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inhibitory mikrotubul a zarovenl maju zvyseny cytotoxicky efekt. Vysledkom testov
bolo dlhSie prezivanie zvierat a neboli objavené Ziadne zmeny v pocte krvnych buniek.
Ovplyvnenie obli¢iek vSak eSte nebolo preskimané. Nedostatkom je, Ze nie je

znamy vplyv chemoterapeutickych latok na expresiu receptorov (de Visser a kol. 2008).

3.4.2. Kombinacia réznych radionuklidov

Preklinické Studie ukazali, Ze protinddorovy ucinok radioaktivne znacenych sst
analogov je zavisly na velkosti tumoru. Radionuklidy s niZzSou energiou st optimalne
pre malé nadory, zatial’ ¢o radionuklidy s vyS$sou st vhodné pre vicsie nadory. Z toho
vyplyva, ze u pacientov, ktori maji na sst; receptor pozitivny nador rdznej velkosti je
najlep$im rieSenim kombinacia radionuklidov s vy$Sou a nizSou energiou B Castic (de

Visser a kol. 2008).

3.4.3. Hybridné molekuly

Receptorovo mierena dodavka cytotoxickych latok bola navrhovana k zniZeniu toxicity
chemoterapeutik u pacientov. V snahe dosiahnut’ to, boli chemoterapeutické latky
naviazané na peptidové analdégy. Vysledkom bolo zaclenenie molekuly do nadorovej
bunky. Prikladom je  'In znateny [RGD-DTPA’Joktreotit. RGD sa viaZe
na integrinovy receptor a je znamy ako apoptozu navodzujici peptid po priamej
aktivacii kaspazou-3. Nevyhodou je v§ak vysoké vychytavanie oblickami (de Visser a
kol. 2008).

26



3.5. Charakteristika Studovanej latky

Uh-DOTA-NOC

Vyskumy s radioaktivnym somatostatinom st zalozené na oktreotide, ktory je
syntetickym a metabolickym stabilnym analégom somatostatinu. Prvou komer¢ne
dostupnou latkou bol *In-DTPA-oktreotid. Nevyhodou je priemerna vizbova afinita
k sst, receptorom a taktiez nie je vel'mi vhodnou chelata¢nou latkou pre B-ziari¢e ako
0y & YLu. Pre tieto radiokovy je lepSou chelatatnou latkou DOTA, ktora tvori
termodynamicky a kineticky stabilné komplexy. NajcastejSie pouzivané¢ st DOTATOC
a DOTATATE (Reubi a kol. 2008).

V snahe rozsirit profil biologickej aktivity radioaktivne znalenych
somatostatinovych analégov boli syntetizované radiopeptidy s afinitou ku vsetkym
podtypom somatostatinovych receptorov. Prvou zli¢eninou bola latka so syntetickou
aminokyselinou 1-naftyl-alaninom Vv pozicii 3 oktreotidu spojena S makrocyklickym
chelatorom DOTA (1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina). To
viedlo k radiopeptidu [**!In-DOTA]-1-Nal*-oktreotidu (**!In-DOTA-NOC) (obr. 4). M4
zlepSenu afinitu k sstr; a vysoku afinitu sstrz a sstrs v porovnani s n-DOTA-TOC
(Wild a kol. 2003).
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Obr. 4. Struktara DOTA-NOC
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4. EXPERIMENTALNA CAST
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4.1. Material

4.1.1. Experimentalne zvierata

Pii pokusoch boli pouzivané laboratorne potkany kmena Wistar s hmotnost'ou
350-400 g z chovnej stanice BIOTEST s.r.o, Konérovice, Ceska republika. Zvierata
boli chované za konvenénych podmienok pri 12 hodinovon svetelnom rezime. 12 hodin

pred pokusmi im bola odobrata potrava.

4.1.2. Chemikalie

e DOTA-NOC = [DOTA-1-Nal’]-oktreotid = DOTA-D-Phe-Cys-1-Nal-D-Trp-
Lys-Thr-Cys-Thr (piCHEM, Graz, Austria)

e Ampicilin (Biotika, Slovenska Lupca, SR)

e Collagenasa type IV (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)

e Hovézi albumin (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)

e Probenecid (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)

e Trypanova modra (Sigma-Aldrich, Steinheim, SRN)

4.1.3. Pouzité pristroje

e Centrifiiga 3K30H, Sigma, Laborentrifugen GmbH, Osterode, Némecko

e Laboratorni tfepacka KS — 15 Control, Buhler, s inkuba¢nim nastavcem TH 15,
Johanna Otto GmbH, Hechingen, Némecko

e Gama-spektrometr 1480 Wizard ™ 3", Wallac, Turku, Finsko

e Svetelny mikroskop Meopta, CR
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4.2. Postup

4.2.1. Priprava Krebs-Henseleitovych roztokov

Roztoky boli pripravované spolupracovnikmi. Zasobné roztoky pre pripravu
Krebs-Henseleitovho roztoku A a B sa pripravovali vo vda¢Som mnozstve. Z nich sa
v¢as potreby pripravovali Krebs-Henseleit A a B roztoky, ktoré sa zmiesali za vzniku

pracovného roztoku Krebs-Henseleit.

a) HANKS zéasobny

Nazov chemikalie Navazka g/1 liter
NaCL 80
KCI 4
KH,PO,4 0,6
Na;HPO,.2H,0 1,21
MgSQO,4.7H,0 2

Roztok bol ulozeny do chladnicky a véas potreby sa zneho pripravovali

pracovné roztoky.

b) HANKS pracovny

Nazov MnoZstvo
HANKS zésobni 40ml
Dest.H,0 360 ml
NaHCOg3 bezv. 0,880 g
HEPES 1,059
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c) HANKS I (premytie obliciek)

Nazov chemikalie Mnozstvo
HANKS pracovny 280 ml
EGTA 53,2 mg

d) HANKS II (rozvol'nenie oblackového tkaniva)

Nazov zlozky MnoZstvo
HANKS pracovny 120 ml
CaCl,.2H,0(bezv. CaCl,) 35,3mg(26,7mg)
Kolagenaza 100 mg

pripravi z1ast’)

e) Zasobné roztoky pre pripravu Krebs — Henseleitovho roztoku (kazdy sa

Nazov zlozky

MnoZstvo g/l

NaCl

KCI

KH,PO4
MgS0,.7H,0

CaCl,.2H,0(bezv. CaCly)
NaH003

160,9
11

29,92

27,4
15,73(11,88)
9,71

f) KREBS-HENSELEIT B (zasobny)

Nazov zlozky

Mnozstvo v ml

NaHCO3

100
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g) KREBS-HENSELEIT A (zasobny)

Nazov zlozky MnoZstvo v ml
Dest. H,O 78,5
NaCl 20
KCI 15
CaCl, 11
MgS0O,4.7H,0 5
KH2PO4 2

V cas potreby sa zmieSa A a B

h) KREBS-HENSELEIT C

K.H. bunky a inkubacia

Nazov s HEPES (ml)
Krebs-Henseleit zasobny | 150
Dest. H,0O 150
HEPES 099

i) KREBS-HESELEIT D

Nazov MnozZstvo

K.H. bunky a inkub. s HEPESOM | 150 ml
glukoza 150 mg

Krebs-Henseleitov roztok s glukézou, kolagenazou a albuminom bol pripravovany
z Krebs-Henseleitovho roztoku s glukézou (50 ml), kolagenazy (50 mg) a hovadzieho
albuminu (1,25 g).

pH roztokov bolo upravované na hodnotu 7,4 pomocou roztokov HCI (3,6g/50ml) a

NaOH (2g/50ml).
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4.2.2. Priprava izolovanych oblickovych buniek

Priprava aparatury (urobené spolupracovnikmi)

Systém obsahuje vodny kupel’, v ktorom st ponorené dve 400 ml kadicky obsahujtice
premyvaciu a rozvolfiovaciu tekutinu. Peristalticki pumpu na zaistenie recirkuléacie
perfuizneho média a druhi na zaistenie vhéainanie perfuznej tekutiny do obliciek,
perfuznu dvojplastovit nadobu, vyhrievanii vodou s teplotou 37 °C, obsahujicu
cirkulujiacu tekutinu, ktord je okysliCovand zmesou 95% O a 5% CO, kovova kanylu
zavadzajucu tekutinu do obli¢iek, lapa¢ bublin k zabranénou vniknutia vzduchovej
bubliny do obli¢iek, vodny ultratermostat U1, ktory udrzuje teplotu vodného kupela
na 37 °C.

Postup preparacie (urobené spolupracovnikmi)

Do 1. kadicky bolo naliatych 280 ml roztoku Hanks I, naplnila sa nim aparatira a bolo
zapnuté¢ prekysliCovanie pneumoxidom a sustava sa temperovala za neustalej
recirkulacie asi 15 minat na teplotu 37 °C. Do 2. kadi¢ky bolo naliatych 120 ml roztoku
Hanks II a pridala sa kolagenazu. Potkan bol uvedeny do celkovém anestézie i.p.
pentobarbitalom 50 mg/1 kg a fixovany k operatnému stolu. Po laparotomii bola
uvol'nena mezenterialna artéria, brusna artéria pod odbockou do I'avej obli¢ky a vloZena
ligatura. Do brusnej artérie bola vlozena kovova kanyla s prietokom 5 ml/1 min
roztokom Hanks 1. Bola prestrihnuta dolna cast’ zadnej dutej zily a brusnej artérie.

Prietok bol zvySeny na 9ml/1min. Oblicky boli kanylou uvol'nené.

Priprava buniek (urobené spolupracovnikmi)

Oblicky boli oplachnuté fyziologickym roztokom a prenesené do 1. kadi¢ky ponorene;j
do vodného kupela s recirkulujucim roztokom Hanks I, kde doSlo asi za 3 minuty
Kk preplachu tkaniva. Oblicky boli prenesené do 2. kadicky, ktora obsahovala 120 ml
roztoku Hanks II. Ked’ bolo spozorované dostatecné rozvolnenie pojiva oblickovych
buniek, boli prenesené do misky s50 ml roztoku Krebs-Henseleit D s50 mg

kolagenazy. V miske doSlo k Uplnému rozvolneniu tkaniva pinzetou a mieSadlom
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elektromagnetickej mieSacky. Ziskana suspenzia oblickovych buniek bola prefiltrovana
cez gazu a silonové sito s okami 85 pum. Bola rozdelena na dve rovnaké cCasti
do skumaviek s objemom 25 ml a centrifugovana v chladenej centrifige pii 4 °C a 80 g
po dobu 5 minat. Supernatant bol odsaty a bunky resuspendované v5 ml K.H. D.
Centrifugacia a odsatie supernatantu sa opakovalo este dvakrat. Potom bola bunkova

suspenzia nariedend na 20 ml pomocou KH s glukozou.
Urcenie pocCtu a zivotnosti buniek

Zmiesalo sa 100 pl ziskanej suspenzie oblickovych buniek a 100 pl trypanovej modre;j
v eppendorfke. Pocitanie bolo robené v Biirkerovej komorke. Zivotnost bola uréena
na zaklade vzorca: Z = 100.7/(z + m), kde 7 je pocet Zivych bunick a m pocet mrtvych
buniek. Pocet buniek bol vypo&itany podla vzorca PB = 7.10% riedenie.podet ml
suspenzie. Podla poctu buniek bolo urobené nariedenie suspenzie tak, aby koncentracia

buniek bola 2.10%/ml.
Inkubacia

Do inkubaénej zmesi bol pipetovany 1 ml suspenzie buniek o koncentracii buniek
2.10°ml. Skiimavky boli potom temperované 5 min v inkubatore pri teplote 37 °C
pri rychlosti kmitania 280 kmitov/min. Potom sa k bunkam pridali $tudované latky,
ktoré sa liSili podla typu pokusu a na zaver bolo pridanych 10 pl radioaktivne
znaCeného peptidu. Takto pripravend suspenzia bola inkubovand potrebni dobu
pri teplote 37 °C. Po skonceni inkubacie sa naraz pridali 4 ml 'adového KH pufru.
Po centrifugacii 1 min pri 80g a teplote 4 °C bolo odobrané 0,5 ml supernatantu
na meranie aktivity média. ZvySok média bol opatrne odsaty a bunky boli dispergované
v dalsich 4 ml Tadového pufru. Nasledovala opét centrifugacia za rovnanych
podmienok a toto premyvanie pufrom sa opakovalo eSte dvakrat. Po poslednej
centrifugdch a odsati supernatantu sa suspenzia buniek kvantitativne preniesla

do meracej fTasticky 3x opakovanym vyplachom inkubaénej skimavky.
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Meranie radioaktivity

Radioaktivita v inkubacnom médiu a bunkovej frakcii bola merana pomocou

gama-spektrometru v intervale 1 minaty.
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4.2.3. Usporiadanie akumulaénych Studii

V akumulagnych §tadiach bola zistovana kumulacia ***In-DOTA-NOC v oblikovych
bunkach potkana za ré6znych podmienok. V tychto experimentech bol d’alej Studovany
vplyv potencidlnych inhibitorov uptake — ampicilinu, probenecidu a albuminu v réznych

koncentraciach a boli porovnavané ziskané hodnoty.

4.2.3.1. Stanovenie zavislosti akumulacie *'In-DOTA-NOC na dobe inkubécie

K 1 ml suspenzie buniek bolo pridanych 10 ul znacenych peptidov. Takto pripravené
suspenzie sa nechali inkubovat’ pti teplote 37 °C v ¢asovych intervaloch 2, 10, 30 mintt
alebo 2, 5, 10, 20, 30 minut za trepania rychlostou 280 kmitov/mintitu. Po uplynuti
prislusného c¢asového intervalu bola inkubdcia zastavend a bunkova frakcia bola

izolovana podla postupu V kapitole Inkubécia.

4.2.3.2. Stadium vplyvu potencionalnych inhibitorov na akumulaciu **In-DOTA-

NOC

Do inkuba¢nej zmesi bol vlozeny 1 ml suspenzie buniek a do cCasti inkubacnych
skimaviek bola pridana Studovana latka (vzorky bez danej latky sluzili jako kontrola).
Potom bol do suspenzie pridany peptid *In-DOTA-NOC v mnozstve 10 pl a vzorky

boli inkubované 30 minut pii 37 °C za trepania s rychlostou 280 kmitov/minutu.

Pouzité latky

Prvym Studovanym inhibitorom bol ampicilin v inkuba¢nich koncentraciach 0,5 mM,
5mM, 50mM. Druhou latkou bol albumin Vv inkubacénich koncentraciach 0,1mM,
0,25 mM, 0,5mM. Skusany bol aj probenecid v koncentraciach 0,25mM, 1,25 mM.
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4.2.3.3. Vyjadrovanie vysledkov

Radioaktivita kumulovana v bunkovej frakcii v jednotlivych experimentoch bola
porovnavana s radioaktivitou Standardov, ktoré obsahovali rovnaké mnozstvo
radiopeptidu ako bola davka vloZena do inkuba¢nej zmesi (tzn. 10 ul). Pri kazdom
experimente sa pripravili 3 Standardy s obsahom 10 pl preparatu *'In-DOTA-NOC
a9 ml destilovanej vody. Tieto Standardy boli merané zaroven s experimentalnymi
vzorkami. Zo zistenych hodnot aktivit Standardov bol urobeny priemer a tato hodnota
bola povazovana za vloZzenu aktivitu, s ktorou sa ratalo pii vypoéte. Zo zistenych hodnot
radioaktivity boli ukazdej experimentalnej vzorky vypocitané radioaktivita na 10°
buniek apocet percent radioaktivity, ktory bol kumulovany v bunkach z vlozenej

davky.
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4.3. Vysledky

4.3.1. Zivotnost’ obli¢kovych buniek

Zivotnost’ ziskaného preparatu izolovanych obli¢kovych buniek potkana bola zistena
pomocou hodnotenia exklazie trypanovej modrej postupom uvedenym v ¢lanku 4.2.2.

Experimenty zhfia tabul’ka 1.

Tabulka 1.
e | PO | PN s
4.3.2.
experiment 1 699 56 92,58
experiment 2 524 36 93,57
experiment 3 359 26 93,25
4.3.3. 252 29 89,68
434, 509 55 90,25
4.3.5. 509 55 90,25
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4.3.2. Uptake ! In-DOTA-NOC v obli¢kovych bunkach potkana

Tabul’ky 2-4 a grafy 1-3 zobrazuji vysledky troch $tadii akumulacie **'In-DOTA-NOC

Vv izolovanych oblickovych bunkach v zdvislosti na cCase inkubacie. Vysledky su

prepocitané na percenta aktivita v 10° buniek vodi celkovej vlozenej aktivite.

Tabul’ka 2. Uptake ***In-DOTA-NOC v bunkach obligiek potkana v zavislosti na dobe

inkubacie ( experiment 1)

Doba o . o . ] Priemené Priemerné
inkubécie Radlgaktlwta v Radlo_akt|V|ta/1 0 ’h_odno.ty' Upté':\ke (% hodnoty upt6ake
(min) bunkach (cpm) | buniek (cpm) radioaktivity D/10” buniek) (% D_/10
(cpm) buniek)

1085,9 590 0,04

2 10645,6 5789 2407 + 2393 0,36 0,15+ 0,15
1549,3 842 0,05
3466,1 1885 0,12

5 2674,1 1454 1506 +291 0,09 0,09 + 0,02
2167,4 1179 0,07
2985,9 1624 0,1

10 4292,1 2334 2141 +299 0.14 0,13 + 0,02
4236,4 2304 0,14
4238,1 2305 0,14
7263,8 3950 0,24

20 8007,4 4354 4955 + 1147 0,27 0,31+ 0,07
12065,2 6561 0,41
9653,1 5249 0,32

30 15783,9 8583 6499 + 1483 0,53 0,40 + 0,09
10419,7 5666 0,35

priemerna radioaktivita Standardu: D= 1616161 cpm/10 pl
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Graf 1. Zavislost akumulacie *In-DOTA-NOC v oblickovych bunkach potkana na

dobe inkubacie (experiment 1) (X + s.d.)
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Tabul’ka 3. Uptake *!In-DOTA-NOC v bunkach obligiek potkana v zavislosti na dobe

inkubacie (experiment 2)

Doba | Radioaktivita 6 Priemerne
inkubacie | v bunkach Radioaktivita/10” | Priemené hodnoty | Uptake (% hodnoty uptake
' buniek (cpm) | radioaktivity (cpm) | D/10° buniek) (% D/10°
(min) (cpm) .
buniek)

107,1 86 0,03
122,3 98 0,04

2 2341 188 116 + 41 0.07 0,05 + 0,02
116,6 93 0,04
175,9 141 0,05
262,2 210 0,08

5 139 + 44 0,05 + 0,02
138,4 111 0,04
119,7 96 0,04
203,3 163 0,06

10 266,7 214 186 + 21 0,08 0,07 +0,01
224.8 180 0,07
326,6 262 0,10

20 600,9 481 404 + 101 0,18 0,15 + 0,04
584,9 469 0,18
374,3 300 0,11
405,6 325 0,12

30 376 + 79 0,14 + 0,03
466,2 374 0,14
629,2 504 0,19

priemerna radioaktivita Standardu: D= 262226 cpm/10 pl
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Graf 2. Zavislost akumulacie *In-DOTA-NOC v bunkach obli¢iek potkana na dobe

inkubacie (experiment 2) (X £s.d.)
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Tabulka 4. Uptake In-DOTA-NOC v bunkéch obli¢iek potkana v zavislosti na dobe

inkubacie (experiment 3)

.- . Priemené o Priemerné
. DOb,a. Radloaktllwta Radioaktivita/10° hodnoty UptakeG(A hodoty uptake
inkubacie| v bunkéach . e D/10 6
(min) (cpm) buniek (cpm) radioaktivity buniek) (% D/10
P (cpm) buniek)
4154,9 2258 0,16
2 3233,3 1757 2337 £ 509 0,12 0,16 + 0,04
5512,3 2996 0,21
17163,2 9328 0,64
10 17077,9 9281 10051 + 1056 0,64 0,69 + 0,07
21241,6 11544 0,79
28253,6 15355 1,05
31813,6 17290 1,19
30 16839 + 897 1,16 £ 0,06
32621,7 17729 1,22
31244 16980 1,17
priemerna radioaktivita Standardu: D= 1456583,5 cpm/10 pl
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Graf 3. Zavislost aktivity "'In-DOTA-NOC v bunkéch obli¢iek potkana na dobe

inkubacie (experiment 3) (X £s.d.)
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4.3.3. Akumulacia **In-DOTA-NOC v bunkach obli¢iek potkana v pritomnosti

albuminu

Tabulka 5 uvadza vysledky ziskané pri §tadiu akumulacie **In-DOTA-NOC v bunkach

obli¢iek pocas 30 mintt inkubacie Vv pritomnosti troch ré6znych koncentracii albuminu.

Vysledky st prepocCitané na percentd aktivity v 10° buniek voci celkovej aktivite.

Konec¢né vysledky st priemerné hodnoty aktivity bez albuminu a pri jeho pritomnosti

Vv roznej koncentracii.

Tabulka 5. Uptake In-DOTA-NOC v bunkach obliciek potkana v pritomnosti

vybranych koncentracii albumin

L. Priemené Priemerné
Koncentracia | p . yioaktivita v | Radioaktivita/10° hoedngtye uptake (% 1 hodoty uptake
albuminu | ach (com) | buniek (cpm) | radioaktivity D/10 (% D/10°

(mmol/l) buniek) .
(cpm) buniek)

45783,7 35436 1,56

0 74111,4 57362 46085 + 8962 2,52 2,03 + 0,39
58731,9 45458 2,00
76918,1 59534 2,62

01 94029,8 72778 66613 + 5445 3,20 2,03 + 0,24
87242,2 67525 2,97
94562,4 73101 3,22

0,25 82125,1 63564 67341 + 4195 2,8 2,96 + 0,18
843256 65267 2,87
70731,4 54746 2,41

0,5 717287 55518 62057 + 9799 2,44 2,73+0,43
98071,6 75907 3,34

priemerna radioaktivita Standardu: D= 2273038 cpm/10 ul
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Graf 4. Akumulacia "In-DOTA-NOC v bunkich obli¢iek potkana Vv pritomnosti

vybranych koncentracii albuminu (inkubacia 30 minat) (X + s.d.).
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4.3.4. Akumulacia **In-DOTA-NOC v bunkach oblitiek potkana v pritomnosti

probenecidu

Tabulka 6 uvadza vysledky ziskané pri §tadiu akumulacie **In-DOTA-NOC v bunkach

obli¢iek pocas 30 mintt inkubacie V pritomnosti vybranych koncentracii probenecidu.

Vysledky st prepocCitané na percentd aktivity v 10° buniek voci celkovej aktivite.

Konec¢né vysledky su priemerné hodnoty aktivity bez probenecidu a jeho pritomnosti

Vv roznej koncetracii.

Tabulka 6. Uptake *In-DOTA-NOC v bunkach obliciek potkana v pritomnosti

vybranych koncentracii probenecidu

- Priemené 0 Priemerne
Koncentracia | g gioaktivita v | Radioaktivita/10°|  hodnoty uptake (% 1 hodoty uptake
probenecidu || o . buniek < dioaktivi D/10 o 6

(mmolll) unkach (cpm) uniek (cpm) radioaktivity buniek) (% D/lO
(cpm) buniek)
7295,6 3648 121
7868,1 3934 1,31
1 + 1 +
0 7795.4 3898 3665 + 301 1,29 1,22+0,1
6361,6 3181 1,06
2376,1 1188 0,39
2388,4 1194 0,40
+ +
0,25 1685.3 843 1146 + 188 0.28 0,38 + 0,06
2718,3 1359 0,45
2652,2 1326 0,44
1348,5 674 0,22
+ +
1,25 3510.6 1755 1211 + 392 0,58 0,40+0,13
2172,8 1086 0,36

priemerna radioaktivita Standardu: D= 301261 cpm/10 pl
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Graf 5. Akumulacia *'In-DOTA-NOC v bunkéch obli¢iek potkana na pritomnosti

probenecidu (inkubacia 30 minut) (X + s.d.).
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Tabul’ka 7 uvadza vysledky ziskané pri §tudiu akumulacie **!In-DOTA-NOC v bunkach

obli¢iek pocas 30 minut inkubacie V pritomnosti vybranych koncetracii ampicilinu.

Vysledky su prepocCitané na percentd aktivity v 10° buniek voci celkovej aktivite.

Konec¢né vysledky su priemerné hodnoty radioaktivity bez ampicilinu a jeho

pritomnosti v roznej koncentracii a mnozstve.

Tabulka 7. Uptake In-DOTA-NOC v bunkach obliciek potkana v pritomnosti

vybranych koncentracii ampicilinu

Koncentracia | Radioaktivita |, . .. . 4| Friemené Priemerne
ampicilinu v bunkach Radlo_akt|V|ta/1 0 ,h_odno_ty Uptg':\ke (.% hodoty “pt";‘ke
buniek (cpm) radioaktivity | D/10” buniek) (% D/10
(mmol/l) (cpm) :
(cpm) buniek)
2206,7 1103 0,37
0 2533,3 1267 1375 + 276 0,42 0,46 £ 0,09
3507,7 1754 0,58
2813,6 1407 0,47
0,5 3403,1 1702 1577 + 124 0,56 0,52 + 0,04
3243,7 1622 0,54
2430,6 1215 0,40
5 2514,4 1257 1255 + 31 0,42 0,42 +£0,01
25825 1291 0,43
1250,1 625 0,21
50 2077,1 1039 722 + 230 0,34 0,24 + 0,07
1002,8 501 0,17

priemerna radioaktivita Standardu: D= 301261 cpm/10 pl
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Graf 6. Akumulicia *'In-DOTA-NOC v bunkach obligiek potkana Vv pritomnosti

vybranych koncetracii ampicilinu (inkubacia 30 mintt) (X +s.d.).
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5. DISKUSIA
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Experimenty urobené¢ Vramci tejto diplomovej prace boli uskutocnené
na oblickovych bunkach, ktoré boli ziskané izolaciou z obli¢iek potkana kolagendzovou
metodou. Ta spociva v rozvolneni tkaniva vo vypreparovanych oblickach roztokom
obsahujucim kolagenazu, ktora Stiepi medzibunkové kolagénové spoje. Tieto Cerstvo
izolované oblickové bunky boli po d’al§ich tpravach pouzité¢ k akumulacnycm Stadiam
so Studovanym radioaktivne zna¢enym analdgom somatostatinu.

Prvym krokom bolo overenie zivotnosti ziskanych buniek ich spocitanim
v Biirkerovej komorke. Suspenzia buniek bola ofarbena trypanovou modrou a doslo
K prieniku farbiva do buniek. Zivé bunky s neporusenou membranou maju zachovany
aktivny eflux farbiva z bunky. Na druhej strane mftve bunky maja tento mechanizmus
poskodeny, a preto zostavajii ofarbené. Zivotnost’ obli¢kovych buniek sa pohybovala
v rozmedzi od 89% do 94%. Takato zivotnost je dobre akceptovatel'na pre uskuto¢nenie
daného typu experimentalnych stadii.

Urobené experimenty boli zamerané na Stidium akumuldcie radioaktivne
znaGeného somatostatinového analdégu - In-DOTA-NOC - v obli¢kovych bunkéach
ana ovplyvnenie jeho akumulacie potencionalnymi inhibitormi bunkového uptake.
Uptake radioaktivity bunkovej frakcie v kazdej vzorke bol prepoéitany na 10° buniek
atato hodnota bola vztiahnuta k ativite Standardov, tj. davke radiopeptidu vlozeného
do inkubaénej zmesi.

V prvej sérii pokusov boli vzorky buniek so Studovanou latkou inkubované
za standardnych podmienok roznu dobu - od 2 do 30 minat. Vo vsetkych troch
vykonanych experimentoch dochadzalo k postupnému zvySovaniu akumulovanej
radioaktivity v zavislosti na dobe inkubacie. V prvom experimente sme pozorovali
vel'ky rozptyl hodnét pri inkubacii po dobu 2 minut. Pri tak kratkom intervale i mala
odchylka v zrealizovani experimentu mozZe vyustit’ v relativne vel'ké rozdiely hodnot.
Ovsem v dalSich experimentoch (experimenty 2 a3) nebol takyto velky rozptyl
zaznamenany. Slo teda skor o ndhodny jav spojeny mozno s nedostatoénou rutinou
na zaciatku prace. Pri druhom experimente doSlo k najvdcSiemu nérastu akumulécie
v 20. minute. V 30. mintte vSak doSlo k urcitému poklesu akumulovanej aktivity. To
mohlo byt spdsobené znizenou aktivitou oblickovych buniek na konci inkubacnej
periody.

Zistend miera akumulacie v bunkach sa medzi vyS$sie uvedenymi experimentami

pomerne vyrazne liSila a pohybovala sa po 30 minutach inkubécie v rozmedzi
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0,3-1,29%/10° bunniek. Z tohto dévodu by stanovenie priemernej hodnoty pre uptake
"In-DOTA-NOC z tychto troch experimentov nebolo Giplne validné a skor je mozné
uvadzat’ rozsah tejto kumuldcie. PretoZze sa jednd o nativne bunky, vysvetlenie méze
spoCivat v relativne vysokej interindividudlnej variabilite medzi zvieratami
a preparatmi buniek ziskanych z ich obli¢iek. Daldim faktorom moze byt’ i nedostatoéna
miera rutiny priprvych experimentoch. Najviac sa publikovanym udajom blizia
hodnoty uptake najdené v experimente 3, pri ktorom sa priemerna hodnota
akumulovanej radioaktivity blizila po 30 minatach inkubacie k 1,2% AD/10°. Tato
hodnota uptake sa dobre zhoduje s udajom 1,4% AD/10° buniek uvadzanej v literature
(Trejtnar a kol. 2008).

V dalsich pokusoch sme Studovali moZznosti zniZenia neziadicej akumuldcie
Studovaného radiopeptidu v obli€¢kovych bunkach. Pouzili sme tri potencionalne
inhibitory uptake Studovaného radiopeptidu. Zaroven sme sa pomocou tychto troch
substratov roznych transportnych systémov pokusali zistit, ktory z transportnych
mechanizmov by mohol byt zodpovedny za transport radiopeptidov do oblickovych
buniek.

Prvou testovanou latkou bol albumin, ktory je substradtom megalin/cubilinového
transportného systému. Jeho G&inok na uptake *'In-DOTA-NOC sme skiimali pri troch
roznych koncentrdciach. Namiesto ocakavanej inhibicie uptake doSlo pri vSetkych
koncentraciach albuminu k paradoxnému narastu akumulédcie radiopeptidu. Pretoze
pridavok albuminu do Zivného média je doporucovany niektorymi autormi ako
prostriedok pre zvySenie stability buniek v preparatoch (Jones 1978), bolo by mozné
zvySeny uptake radiopeptidu v pritomnosti albuminu pricitat’ lepSiemu stavu
obligkovych buniek. Ugast’ megalinového receptoru na akumulaciu **'In-DOTA-NOC
sme teda nepotvrdili.

Druhou sktSanou latkou bol probenecid, ktory inhibuje transport organickych
anionov blokadou prislusnych transportérov. V pokuse doSlo prekvapivo k zna¢nému
znizeniu akumulécie radiopeptidu u vzorky s koncentraciou 0,25 mmol/l az na 31%
V porovnani s aktivitou kontrolnej vzorky. Pri patndsobnej koncentracii probenecidu bol
vysledok podobny. Tieto vysledky by mohli ukazovat na Ucast transportérov pre
organické aniény na uptake **In-DOTA-NOC. Aviak v pilotnych $tadiach vykonanych
na pracovisku sa ukézalo, ze pouzité koncentracie probenecidu mozu byt’ uz potencialne

cytotoxické. Aj napriek tomu, Ze Slo o $tidiu s inym typom oblickovych buniek (linia
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OK buniek z vacice), je mozné predpokladat’ i podobny ucinok u pouzivanych buniek
z obliciek potkana. ZniZzeny uptake by tak mohol byt inasledok nizSieho poctu
funkénych buniek v pritomnosti probenecidu. Téato skutocnost musi byt ovSem
potvrdena d’alSimi naslednymi experimentami.

Ampicilin pari medzi aminopeniciliny, ktoré su efektivnymi inhibitormi
transportérov. PEPT 1 aPEPT 2 na apikdlnej membrane tubulov obli¢iek. Tieto
transportéry zaist'uji reabsporpiu malych peptidov a im podobnych latok z ultrafiltratu
vV proximalnych tubuloch. V nasom pokuse doslo k vyraznému poklesu akumulécie
"In-DOTA-NOC v bunkich pri koncentracii ampicilinu 50 mmol/l aZz na 52%
z aktivity akumulovanje v porovnavacej vzorke. Pri koncntracii 0,5 mmol/l a 5 mmol/l
nebol pokles uptake v bunkach zreteny. Inhibiéné koncentracie ampicilinu, ktora by
mala inhibovat’ ako PEPT 1, tak i PEPT 2, je uvadzana okolo 13 mM (Inui a kol. 2000).
To vcelku odpoveda naSemu nélezu, lebo inhibicia uptake peptidu bola pozorovana
pri koncentracii 50 mM, avSak nie pri koncentracii 5 mM. Tento nalez by mohol
ukazovat’ na Gcast’ transportérov pre peptidy na akumulaciu Studovaného radiopeptidu.
To je ovSem nutné potvrdit’ u d’alSich Studovanych radiopeptidov. Taktiez je potrebné
vylucit cytotoxicky ucinok pouzitych koncentracii ampicilinu.

Miera akumulacie '*'In-DOTA-NOC v izolovanych obli¢kovych bunkéach
potkana je v porovnani s d’alsim podobnym peptidom - *'In-DOTA-TATE - vyssi
(Kroupova 2009). DOTA-NOC obsahuje vo svojej molekule lipofilny naftylovy zvysok,
ktory moze vyznamne zvySovat' lipofilitu tejto zluceniny v porovnani s DOTA-TATE,
ktory takuto lipofilnu Struktiru neobsahuje. Okrem moznej vysSej afinity k systémom
pre aktivny transport, méze byt vyssi uptake "*In-DOTA-NOC spdsobeny tiez jeho

vy$§im prienikom cez lipofilnit membranu buniek pasivnym transportom.
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1. Test Zzivotnosti pomocou trypanovej modrej ukézal vysoku Zzivotnost

oblickovych potkanich buniek a ich vyuziteI'nost’ pre dany typ experimentalych

Stadii.

Bola vykonana akumulac¢na Stidia s vyvojovym receptorovo Specifickym
peptidom - **In-DOTA-NOC. V tychto experimentoch bol pozorovany narast
uptake peptidu s dobou inkubacie. Bola pozorovana variabilita vysledkov
akumula¢nych $§tadii medzi jednotlivymi preparatmi oblickovych buniek.

Obecne vSak miera akumulacie odpovedala publikovanym tdajom.

Experimenty s potencionalnymi inhibitormi oblickového uptake radiopeptidov
ukazali moznl G&ast’ transportérov pre peptidy na kumulaciu **In-DOTA-NOC
v oblickovych bunkach. Uskuto¢nené pokusy vsSak nepotvrdili tucast

megalinového endocytarneho systému na uptake Studovaného radiopeptidu.

Akumulacia "In-DOTA-NOC in vitro bola vo vykonanych experimentoch

vyssia nez akumulacia uvadzana pre pribuzny peptid “In-DOTA-TATE.
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