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ABSTRAKT

Studium ledvinné bioeliminace xenobiotik na buné¢né arovni 1.

Syntetické analogy somatostatinu znacené vhodnymi kovovymi radionuklidy jsou
v nuklearni medicin€ pouzivany pro scintigrafick¢é zobrazeni a novéji i k cilené
radioterapii ne€kterych typi malignich nadort, u nichz se vyskytuje zvySena exprese
somatostatinovych receptorti. Jejich terapeutické pouziti je vSak omezeno
potencionalnimi radiotoxickymi uc¢inky na ledviny v dasledku akumulace téchto
radiopeptidii v buiikach ledvinnych tubult. Tato kumulace je zplisobena reabsorpci
radiopeptidi v ledvinnych tubulech zatim ne zcela objasnénymi mechanismy. Cilem
této prace bylo studovat ledvinnou akumulaci vyvojového receptorové specifického
derivatu somatostatinu DOTA-TATE (DOTA-Tyr*-oktreotat) znateného indiem-111
(**In-DOTA-TATE). Experimenty byly zaméfeny predev§im na studium mechanismu
ledvinného uptake a na moznosti ovlivnéni nezddouci kumulace studovaného
radiopeptidu v ledvinnych buiikach potencionalnimi inhibitory vybranych ledvinnych
transportnich systémi. Jako experimentdlni model jsme pouzili Cerstvé izolované
ledvinné bunky potkana, které¢ byly ziskavany z ledvin zvifat kolagendzovou metodou.
Ovéteni zivotnosti bunék bylo provadéno s pomoci trypanové modii. Preparaty
izolovanych bunék vykazovaly zpravidla Zivotnost kolem 90% a byly tedy vhodné pro
dany typ experimentll. Albumin, ktery je substritem a inhibitorem megalinového
endocytarniho systému, namisto ofekavané inhibice uptake radiopeptidu paradoxné
mirn¢ zvySoval jeho akumulaci v ledvinnych bunikach. Probenecid, ktery inhibuje
transportéry pro organické anionty, piekvapiv€é akumulaci radiopeptidu vyrazné
snizoval. Ziskané vysledky by mohly ukazovat, ze pro ledvinny uptake
Y n-DOTA-TATE maji vyznam jak transportéry pro organické anionty, tak
transportéry pro peptidy. AvsSak je tieba vyloucit, Ze pouZité koncentrace téchto
inhibitorti nejsou cytotoxické, coz by mohlo téz snizovat miru kumulace radioaktivity
v disledku poklesu poctu aktivnich bunék ve vzorcich. Piedpokladanou tcast
megalinového receptoru na akumulaci radiopeptidii jsme v provedenych pokusech

nepotvrdili.



ABSTRACT

Study of renal bioelimination of xenobiotics at cellular level I.

Synthetic somatostatin analogues labeled with convenient metal radionuclides are used
in nuclear medicine for scintigraphy and, recently, they are also used for targeting
radiotherapy in some types of malignant tumors with high expression of somatostatin
receptors. Their therapeutical use is limited due to a potential radiotoxic effect on the
kidney. This effect is a consequence of accumulation of the radiopeptides in the renal
tubular cells. The reason of the cumulation is an intensive reabsorption of radiopeptides
in the renal tubules. The mechanism of accumulation has not been explained fully so
far. The aim of this work was to study the accumulation of an experimental receptor
specific derivate of somatostatin, DOTA-TATE (DOTA-Tyr*-octreotate) labeled with
indium-111 (***In-DOTA-TATE). The experiments were mainly aimed at a study of the
mechanism of renal uptake and at possibilities how to modify the unfavourable
accumulation of the studied radiopeptide in the renal cells. Freshly isolated renal rat
cells obtained by the collagenase method were used as an experimental model.
Verification of the vitality of renal cells was made by trypan blue exclusion test. The
preparates of the cells showed viability approximately 90% and therefore they could
have been used for the given type of experiments. Paradoxically, albumin, a substrate
and an inhibitor of megalin endocytic system, increased moderately the accumulation of
the radiopeptide instead of the expected inhibition of the uptake. Surprisingly,
probenecid, an inbibitor of organic anion transporters, decreased the accumulation of
the radiopeptide markedly. The found results could mean that the renal uptake of
1 1n-DOTA-TATE can be mediated by the transporters for organic anions. However, it
is necessary to exclude a possibility that the concentrations used for the inhibitors are
potentionally cytotoxic. A lower number of viable cells in the samples due to any toxic
action of the tested inhibitor can also result in a lower rate of radiopeptide
accumulation. The expected participation of megalin endocytic system on the renal

accumulation of the studied radiopeptide was not proved in our experiments.



Seznam pouzitych zkratek

apo E
BBM
BLM
BN
cuB
DOTA
DTPA
GRP
HDL
LAN
LDL
LRP
MRP
NETs
NOC
OA, OC
OATs
OCTs
PAH
PEPT
PTH
RAP
RER
SST
sstr
TATE
TOC
VLDL

apolipoprotein E

apikalni membrana (brush-border membrane)

bazolateralni membrana (basolateral membrane)

bombesin

cubilinové (domény)
1,4,7,10-tetraazacyclododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina
diethylentriaminopentaoctova kyselina

gastrin releasing peptide

lipoprotein o vysoké hustoté (high-density lipoprotein)
lanreotid (D-2-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,)
lipoprotein s nizkou hustotou (low density lipoprotein)

LDL ptibuzné receptory

multidrug-resistant associated proteins

neuroendocrine tumors

[1-Nal®]-oktreotid = D-Phe-Cys-1-Nal-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr
organicky aniont, organicky kation

transportéry organickych aniontti (organic anion transporters)
transportéry anorganickych kationtd (organic anion transporters)
p-aminohippurat

peptidové transportéry (peptide transporters)

parathyroidalni hormon (parathyroid hormon)
receptor-associated protein

drsné endoplazmatické retikulum (rough endoplasmatic reticulum)
somatostatin

somatostatinovy receptor (somatostatin receptor)
D-Phe’-Tyr>-Thré-oktreoctid

Tyr’-oktreotid

lipoprotein o velmi nizké hustoté (very low density lipoprotein)



1. UVOD



Hlavnim tématem této prace je studium receptorove specifickych peptidi ze skupiny
somatostatinovych analogii zaméfené na jejich chovani v ledvinach. Pouzivaji se pro
zobrazovani a terapii zejména neuroendokrinnich nadord, protoze se u nich vyskytuji
receptory specifické pro tyto peptidy. Radioaktivné znacené analogy somatostatinu jsou
vylucované ledvinami a v zavislosti na typu analogu jsou reabsorbované v proximalnich
tubulech. To je ptic¢inou jejich akumulace v ledvinné tkani, ktera je spojena s moznou
nefrotoxicitou. Tento nezadouci u¢inek omezuje jejich pouziti v terapii a diagnostice.

Dtlezité je poznani transportnich mechanismti V ledvinach, které jsou
zodpovédné za reabsorpci 1€Civ a tim i za retenci a akumulaci radioaktivné znacenych
analogl somatostatinu. Na zdkladé téchto poznatkil je mozné objevit latky, které by tuto
retenci mohly ovlivnit a snizit tak poSkozeni ledvin.

Tato prace je zaméfena na porovnani tlohy dvou transportnich systémti, které by
se mohly podilet na transportu studovaného radioaktivné¢ znaceného somatostatinového
analogu 'MIn-DOTA-TATE. Zkoumana byla mozna ulast systému pro aktivni
endocytozu a systému pro transport organickych kyselin.

Experimentalni prace se zabyvala moznym ovlivnénim nezadouci ledvinné

akumulace vybranymi latkami s vyuzitim izolovanych ledvinnych bunék potkana.
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2. CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo poznani ledvinnych transportnich mechanismti, které
jsou odpovédné za ledvinnou reabsopci nizkomolekularnich receptorové specifickych
peptida a které by mohly tedy byt odpovédné i za retenci a akumulaci studovaného
radionuklidem znageného analogu somatostatinu- “In-DOTA-TATE v izolovanych
ledvinnych bunkach potkana. Soucasné je cilem hledani latek, které by mohly ledvinnou
retenci a akumulaci téchto peptidi snizit a tim omezit poSkozeni ledvinné tkané.
Soucasti prace bylo také vypracovani literarniho ptehledu o souc¢asném stavu poznatk
ve vyvoji peptidovych receptorové specifickych radiofarmak a v problematice

ledvinnych transportnich systémti.
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3. TEORETICKA CAST
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3.1. Transport léCiv v ledvinach

Ledviny jsou hlavnim exkreénim organem pro 1éCiva a jejich metabolity a maji
vyvinuty vysoce kapacitni transportni systém k rychlé eliminaci zna¢ného mnozstvi
cizich sloucenin do nich dopravenych.

Renalni eliminace 1é¢iv zahrnuje tfi hlavni procesy: glomeruldrni filtraci,
tubuldrni sekreci a tubuldni reabsorpci (aktivni nebo pasivni). Filtrace 1éciv je
jednoduchy, jednosmérny, difizni proces. Renalni tubularni sekrece a reabsorpce jsou
obousmérné procesy, které casto zahrnuji pasivni diftzi lipofilnich radiofarmak
z glomerularniho filtratu zpét do krve a prenaSeci zprostfedkované membranové
procesy (Bendayan a kol., 1996).

Proximalni tubulus ledvin je primarni misto aktivniho transportu pro ruzné
druhy substratii, véetné organickych anionti/kationtl, peptidl a nukleosidi.

Ledvinny metabolismus a nasledny renalni uptake kataboliti je velmi dilezity
pro moznou terapeutickou aplikaci radioaktivné znacenych protilatek a peptidi. Tato
agens jsou zC€asti reabsorbovana z ultrafiltratu buiikami rendlnich proximalnich tubult
pomoci pinocytozy a nasledné degradovana v lysozomech. To limituje jejich

terapeutické pouziti kviili mozné radiacni toxicite.

3.1.1. Transportni mechanismy pro nizkomolekularni lé¢iva

Mnoho organickych aniontd a kationti je aktivné exkretovano z krve do lumen
renalnich tubuld pomoci mechanismi zavislych na transportérech. Sekrece organickych
aniontli v renalnich tubulech zahrnuje dva riizné néasledné transportni kroky. Prvnim
krokem je na sodiku zavisly uptake z krve ptes bazolaterdlni membranu (BLM) proti
vnitinimu negativnimu potencialu, kdy organické aniony jako p-aminohippurat (PAH)
jsou vyménény s dikarboxylovou kyselinou (o-ketoglutarat). Tento aktivni proces je
zprostiedkovany transportérem pro organické anionty-OAT, ktery je lokalizovan
na bazolateralni strané proximalniho tubulu ledvin. Druhym krokem je eflux pies
kartaCovy lem luminalni membrany do moce. Dilezité fyzikalné-chemické vlastnosti
pro interakci s transportéry jsou hydrofobicita, iontovy naboj a elektrony pfitahujici

vedlejsi skupiny (Trejtnar a Laznicek, 2002). V poslednich letech bylo izolovano devét
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transportérii pro organické anionty. Tyto transportéry patii do dvou velkych genetickych
rodin, OAT (1-4) nebo OATP (1-3) a OAT-K (1, 2) (Dresser a kol., 2001).

Organické endogenni a exogenni kationické slouCeniny jsou sekretovany
V proximalnim tubulu spole¢nou ¢innosti dvou odlisnych transportéra. Transportéry pro
organické kationty existuji v bazolateralni membrané¢ (BLM) a apikalni membrané
(BBM) bungk ledvin. Tyto transportni procesy byly primarné nalezeny v proximalnim
tubulu a v mens$i mife v distalnim tubulu. Organické kationty jsou tedy transportovany
pies BLM ve smeéru elektrochemického gradientu. Byly také popsany mechanismy
zalozené na antiportu organicky kationt-proton. V tomto piipadé jsou organické
kationty transportovany zevniti builkky do tubularniho lumen vyménou za luminalni
proton. Tyto dva systémy pracuji soucasné¢ a maji za nasledek sekreci organickych
kationtd z krve do tubuldrni tekutiny. V soucasné dobé bylo izolovano pét riiznych
izoforem transportérii pro organické kationty. Tyto transportéry spadaji do dvou
genetickych rodin: OCT (1-3) a OCTN (1,2).

Dal§imi  transportéry pro 1é¢iva jsou P-glykoproteinové a MRP
(multidrug-resistance associated proteins). MRP je na ATP-zavisla membranova pumpa
patiici stejné jako P-glykoprotein (Pgp) do rodiny ABC-transportnich proteint (obr.1).
Bylo identifikovano 9 MRP (MRP 1-9) (Noskova, 2002).

Tramsrmenbinmed Transmambrinowd Transmambsinggd
clewidiny damdny iy

Wrdidl abiara Ghkosylnos
eytoplarmateh

ATP-warabng ATP-vazebni
charivéiniy doména

Obr. 1. Schéma prostorového uspotadani transportéru MRP (Noskova, 2002).
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Malé linearni peptidy jsou hydrolyzovany na luminalni stran¢ proximalniho tubulu a
poté reabsorbovany, nebo, v ptipadé di- a tripeptidil a nékterych peptidovych sloucenin,
mohou byt reabsorbovany v nezménéné forme peptidovymi transportéry.

Oligopeptidy a peptidové slouceniny jsou aktivné pfijimany prostiednictvim
uptake kariéry lokalizovanymi na kartdiCovém lemu membrany. V ledvinidch byly
identifikovany dva transportéry pro oligopeptidy — PEPT (peptide transporters). PEPT1
je nizkoafinitni, vysokOkapacitni transportér exprimovany v kartaovém lemu
epitelidlnich bun¢k tenkého stieva a proximalniho tubulu ledvin, zatimco PEPT2
je vysoceafinitni, nizkokapacitni transportér a ma SirSi distribuci v organismu. Mysi
modely ukdzaly, ze PEPT2 je dominantni transportér pro di-, tripeptidy a jejich
farmakologické substraty v organismu. Rozdilné kinetické vlastnosti PEPT1 a PEPT2

jsou ukazany pro kyselinu 3-aminolevulovou na obr. 2. (Daniel a kol., 2003).
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Obr. 2. Rendlni peptidové transportéry PEPT1 a PEPT2. PEPT1 a PEPT2 jsou lokalizované v apikalni
membrang epitelialnich bun€k proximalniho tubulu s riznou expresi.

A: porovnadvani transportu pro substrat 6-aminolevulovou kyselinu PEPT1 nebo PEPT2 pii stejnych
experimentalnich podminkéach, které demonstruji, ze PEPT1 je vysokokapacitni, nizkoafinitni transportni
systém a PEPT2 vysoceafinitni, nizkokapacitni transportér.

B: rozdilné afinity 2 transportéra pro velky soubor dipeptid

C: zjednoduseny model funkce renalnich transportérti peptidii pfi metabolismu proteinti, di- a tripeptidd a
aminokyselin v renalnich tubularnich bunkach (Daniel a kol., 2003).
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Kromé¢ di- a tripepidi mohou oba transportéry piendset také dalsi latky jako
aminocefalosporiny, betalaktamy, vybrané inhibitory angiotensin-konvertujiciho
enzymu, inhibitory peptidasy a dalsi rtizna proléciva. Transportéry jsou stereoselektivni
a maji vyssi afinitu k L-enantiomerim. Vyuzivaji k transportu elektrochemického
protonového gradientu proti koncentracnimu spadu. Transport tedy zavisi na pH a
membranovém potencialu.

Mechanismy aktivni sekrece a reabsorpce maji vyznamny vliv na exkreci 1éCiv.
Zména rovnovahy mezi transportem z krve do buniky a z buiikky do lumen tubulu muize
vyustit v intracelularni akumulaci 1é¢iv a tim zptsobit lokélni toxicitu 1éCiva.

Ptehled moznych transportérovych mechanismt v ledvinnych tubulech ukazuje obr. 3.

A B C
X- H" Na*® LP H" OP  Na*
URINE
OA-  ATP OA- ADP H*  ATP HD ADP Ht

TUBULAR

CELL “70mV 70 mV

DCX ATP Na* ADP ATP Na™ ADP . OP ATP Na™ ADP
i @ "

BLOOD OA- DCX Na* K* oc* K* K*

LM

Obr. 3. Transport riznych latek v tubularnich bufikach ledvin: organické anionty (OA’) jsou
transportovany z krve pies bazolaterdlni membranu (BM) organickym anion/dikarboxylovym
vyménikem. (1), terciarné aktivnim transportnim systémem, ktery je identicky s OATS. Transport je
zavisly na aktivitich Na'/dekarboxylazového vyméniku a Na'/K'- ATPazy. Eflux bunéénych
organickych aniontt pies luminalni membranu (LM) je povaZovany za napétové zprostfedkovany
systém (2) a OA’/anion (X') vyménik (3). Aniontové konjungaty mohou také vystupovat z bunék pomoci
ATP-dependentnich transportér, MRP2 (4). Organické kationty (OC") vstupuji do bun&k pfes
bazolateralni membranu facilitovanou difizi zprostfedkovanou OCT (5). Transport pfes lumindlni
membranu je zprostedkovany vyménikem H*/organicky Kationt (6). H'gradient je udrzovany Na'/H*
antiportem. Mnoho pozitivné nabitych nebo neutralnich hydrofobnich latek (HD) je vypuzovano z bunek
do lumen na energii zavislymi transportéry MRP1 (7). Velké peptidy a proteiny (LP) jsou absorbovany
Z moce pinocytézou a metabolizovany v buiice (8). Jejich metabolické produkty mohou byt pfeneseny do
krve a zpatky do moce. H'- kotransportéry PEPT1 a PEPT2 reabsorbuji oligopeptidy (OP) pies
bazolaterdlni membranu (9). Nemetabolizované oligopeptidy mohou byt transportovany do krve
neidentifikovanymi transportnimi mechanismy (Trejtnar a Laznicek, 2002).
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3.1.2. Transportni mechanismy pro lé¢iva typu proteini

Molekularni mechanismy odpovédné za endocytdzu proteinli v rendlnim proximalnim
tubulu byly dlouho neznamé. Béhem poslednich nékolika let se ukazaly pro tyto
procesy jako velmi dulezité dva endocytarni receptory - megalin a cubilin (obr. 4). Tyto
dva multiligandové receptory jsou vyrazné exprimovany v apikalni Casti epitelialnich

bunék proximalniho tubulu (Verroust a kol., 2002).

CUE domain

0

EGF domain

YWTD propeller repeats

Class A repeats

(ligand binding) [

CP localization signal Mﬁgﬂliﬂ e Cubilin
600 kDa 450 kDa

-.\‘

Obr. 4. Schématické znazornéni dvou endocytarnich receptori- megalinu a cubilinu
(Verroust a kol., 2002).

Megalin je multiligandovy, endocytarni receptor patiici do skupiny receptort
lipoproteinit s nizkou hustotou (LDL). Je intenzivné exprimovan v renalnim
proximalnim tubulu a to v kartd¢ovém lemu. Bylo identifikovano mnoho ligandii pro
megalin, ktery tedy hraje dulezitou roli pifi tubularnim uptake filtrovanych proteint.
Mezi ligandy jsou proteiny vazajici vitaminy a nékteré hormony, coZ naznacuje vyznam
megalinu v metabolismu a homeostaze esencialnich vitamint, véetné vitaminu D a
kalcia. Mezi dalsi ligandy megalinu patii apolipoproteiny, enzymy, nizkomolekularni

peptidy i n¢ktera 1éciva.
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Megalin je ze 4600 aminokyselin slozeny velky transmembranovy protein s koncovou
NH; - extracelularni doménou, jednoduchou transmembranovou doménou a kratkym
cytoplazmatickym fetézcem. Jelikoz patii do skupiny LDL-receptorti, sdili podobné
rysy jako dalsi sav¢i receptory zahrnujici LDL receptor, LDL piibuzné receptory (LRP),
receptory pro lipoproteiny o velmi nizké hustot¢ (VLDL) a receptor pro
apolipoprotein E (apo E).

Megalin je exprimovan v mnoha epitelidlnich bunkach, v absorpcnim epitelu
obklopujici transcelularni tekutiny, ktery je v proximalnim tubulu ledvin, podocytech
glomerulu, v choroidealnim plexu, v bunkach thyroidei, v bunikach labyrintu vnitiniho
ucha a v ciliarnim epitelu oka. Dale byl nalezen ve visceralnim zloutkovém vacku,
v pneumocytech typu 2, v bunkach piistitného téliska produkujicich parathyreoidalni
hormon (PTH), vtenkém stfev€, endometriu, vejcovodech a v cytotrofoblastu
Vv placenté. Také byl objeven v embryondlni tkdni. B€hem vyvoje tkani se mize megalin
vyskytnout v mesonefronu, ledvinném vacku i mocovém méchyii. Vyskytuje se v
esovitych bunikach, ze kterych pozdéji vznikne jak glomerulus, tak proximdlni a distalni
tubulus. V dalsim vyvoji je ovSem pfitomen pouze v proximalnim tubulu a v mens$i mite
v glomerulu.

Po translaci v drsném endoplazmatickém retikulu (RER), se megalin rychle a
svelkou afinitou vaze na 40 kDa velky protein RAP. Deficit RAP je spojen
s vyznamnym poklesem exprese megalinu a s jeho subcelularni redistribuci
Vv proximalnim tubulu. RAP se vyskytuje pfevdzné v RER, je tedy intracelularni ligand.
Vzhledem k jeho vysoké afinité¢ k megalinu inhibuje vazbu mnoha dal$ich ligandl a
muze slouzit jako dulezity prostfedek pro studium vazby ligandd k megalinu
(Christensen a Birn 2001).

Cubilin, znamy jako intestinalni vnitini faktor-kobalaminovy receptor (intrinsic
factor-cobalamin receptor), je exprimovan v ledvinném proximalnim tubulu spole¢né
s megalinem. Ackoliv se strukturné velice 1i$i, maji mnoho spolecnych znaki. Jedna se
o multiligandové prenasece, n€které ligandy maji spole¢né a jsou dulezité pro tubularni
reabsorpci proteinil. Navic se ukazalo, Ze megalin vaZze cubilin a je zapojen do jim
zprostiedkované endocytozy. Oba receptory se vyskytuji spolecné v bunkach
proximalnich tubult ledvin.

Cubilin  mé&  velikost pfiblizné 3600  aminokyselin, neobsahuje
transmembranovou doménu. Kompletni sekvence jeho DNA byla identifikovana jak

u lidi, tak u potkanti a psti. S ostatnimi zndmymi endocytarnimi receptory nema mnoho
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spoleénych rysi. Obsahuje 27 CUB (cubilinovych) domén. Tyto domény
pravdépodobné tvori ¢asti vazici ligandy. CUB doménam ptedchazi usek ze 110
aminokyselin. Posledni NH;-skupina je nutna K uchyceni proteinu na membranu.

Cubilin je vyrazné exprimovan v ledvinném proximalnim tubulu, ve visceralnim
zloutkovém vacku, v epitelu tenkého stieva, placentarnim cytotrofoblastu, a mozna také
v dalSich tkanich jako je thymus. Jeho exprese je v porovnani s megalinem omezengjsi.
V proximalnim tubulu se cubilin nachazi, podobn¢ jako megalin, na kartaCovém lemu.
Cubilin byl také identifikovan v lysozomech. Podobn¢ jako megalin se nachazi béhem
vyvoje ledvin v esovitych buiikach, avsak pozdné&jsi exprese je omezena na proximalni
tubulus. Dosud nebyl nalezen v glomerulu (Christensen a Birn, 2001).

Oba zminéné receptory jsou dilezité pro normalni reabsorpci proteint
V proximalnim tubulu ledvin. N¢které proteiny se vazou na oba receptory, které¢ navic
rozpoznaji specifické ligandy. Megalin mize vazat oba a internalizovat tyto ligandy,
zatimco cubilinovy komplex potiebuje k internalizaci megalin. Vazba ligandu je zavisla
na Ca?*. Vazebna afinita ligandt se podstatné 1i8i. Nékteré ligandy pfitahuji specialni
pozornost jako napf. proteiny piendSejici vitaminy. Bylo objasnéno, Ze
megalin/cubilinova reabsorpce proteinu vazajiciho vitamin D je odpovédna za konverzi
25(0OH)D3 na 1,25(0H); D3 v proximalnim tubulu ledvin.

Cubilin a megalin vazou lipoproteiny (HDL, LDL), ale jejich role v metabolismu
cholesterolu neni jasné stanovena, piesto u psu S deficitem exprese cubilinu byla
prokazana hypercholesterolémie (Verrousta kol., 2002).

Megalin a cubilin pfedstavuji dva velké, endocytdrni receptory exprimované
vV endocytarnim aparatu proximalniho tubulu ledvin. Chybéni nebo dysfunkce jednoho
nebo druhého receptoru je spojena s vyznamnou tubulérni proteinurii, coz ukazuje, Ze
oba jsou dulezité pro normalni absorpci filtrovanych proteini vcetné napf. albuminu.
Ackoli jsou strukturalné velmi rozdiln€, oba receptory mohou byt funkéné propojené.
Navic je megalin zapojeny do tubularniho uptake potencidlné nefrotoxickych léciv
véetné aminoglykosidi. TudiZz modifikace receptoru miize byt cenna pro budouci

vyzkum (Christensen a Birn, 2001).
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3.2. Peptidova radiofarmaka v onkologii

Nad¢ji pro diagnézu a [é¢bu nédorti je vyzkum novych nadorové specifickych
peptidovych radiofarmak. Nadmérna exprese nékterych receptort v lidskych nadorech
¢ini tyto receptory potencialnim cilem pro diagnostické zobrazeni a radioterapii
specificky konstruovanymi radioaktivné znacenymi peptidy. Jednim z ptikladd je
vysoka exprese somatostatinovych receptortt v neuroendokrinnich nadorech (NETs),
které jsou uinné zamekeny SST analogem *** In-DTPA-oktreotidem (***In-OctreoScan)
(Obr. 5). Vysoka exprese SST receptord u riznych nadort vytvofila molekularni
podklad pro Gsp&iné uziti ! In- OctreoScanu jako cileného nadorového peptidu, coZ
otevielo nové moznosti pro dals$i nadorové specifické peptidy s potencidlnim pouzitim
v nukledrni mediciné. Mnoho pfirozené se vyskytujicich peptidi projevuje extrémné
vysokou afinitu k receptoriim na povrchu bunék. Uspé&sny vyzkum novych radioaktivng
znacenych na receptor se vazajicich peptidovych analogi je tedy zavisly na molekularni

modifikaci ptirozenych peptidii pfi zachovani afinity na cilové receptory.
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Obr. 5. Struktura **! In-DTPA-oktreotidu (*** In-OctreoScan) (Okarvi, 2008).

Kromé SST receptorové scintigrafie se ukazaly v posledni dobé jako slibné pro zasah
nadort bombesin/gastrin peptidové (BN/GRP) receptory. Tato moZnost odpovida
hlavné nadmérné expresi BN/GRP receptort v lidskych nadorech zahrnujicich hlavné
nadory prostaty, prsu a malobunécny plicni karcinom. Jednotlivé znatené BN/GRP
analogy maji potenciadl pfi in vivo vizualizaci BN/GRP receptori exprimovanych
Vv nadorech. Mnozstvi ostatnich, pro tumory specifickych peptidi, jako jsou vasoaktivni

intestindlni peptid, neurotensin a cholecystokinin/gastrin je v soucasné dobé

20



v preklinickych a klinickych studiich zjiStujicich jejich skute¢ny potenciél

pro diagnostiku nebo 1é¢bu lidskych nadorovych onemocnéni (Okarvi, 2008).

3.2.1. Somatostatinové peptidy

Somatostatin je cyklicky tetradekapeptidovy hormon zpocatku izolovany z ov¢iho
hypotalamu (obr. 6). Vyskytuje se ve dvou bioaktivnich formach. Inhibuje endokrinni a
exokrinni sekreci, stejné jako rdst nadorovych bun¢k pomoci vazby na specificky

povrch receptor (Weckbecker a kol., 1993).

Somatostatin

Obr. 6. Struktura somatostatinu

Ptirozené se vyskytujici somatostatiny (také znamé jako faktory inhibujici uvolnovani
somatotropinu) maji rizné biologické uéinky na mnoho bunék. Somatostatiny vznikaji
jako velkd prekurzorovd molekula, kterd je degradovdna enzymy bud’
na somatostatin-14 (SST-14) nebo jeho na N-konci rozsifena forma-peptid
somatostatin-28. Dalsi enzymaticka degradace rychle snizuje jejich aktivitu, a proto
pfirozené se vyskytujici somatostatiny maji velmi kratky biologicky polocas (méné& jak
3 min). Uginky SST peptidi jsou zprostiedkované interakcemi se specifickymi SST
receptory na povrchu bunky, mezi nimiz rozeznavame 5 rtiznych receptorovych subtypu
(sstri-sstrs). Somatostatin-14 a somatostatin-28 maji téméi stejnou afinitu ke vSem
receptorovym subtypim (pouze SST-28 ma o néco malo vétsi afinitu k subtypu sstrs).
Syntetické analogy SST vykazuji rliznou vazebnou afinitu k jednotlivym subtypiim
receptorti. Ackoli jsou Vv lidskych nadorech exprimovany razné typy SST receptort,
sstry je dominantni jediné v NETs. Je to tedy pfedevsim pfitomnost sstr, a jeho hustota,

ktera poskytuje molekularni zéklad pro rtizné klinické aplikace SST analogi, jako jsou
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symptomaticka 1é¢ba hormon-sekretujicich NETs (oktreotidem), diagnostiku a

terapeutické uziti radioaktivné znacenych SST analogti.

Molekularni modifikaci byly pfipraveny ruzné syntetické analogy SST, které si
uchovavaji vétsinu biologické aktivity originalniho SST. Zavedeni D-aminokyseliny a
zkraceni sekvence vedlo k SST analogiim obsahujicim 8 aminokyselin jako oktreotid,
lanreotid a vapreotid (obr. 7). Tyto SST analogy jsou mnohem stabilnéj$i nez ptirozeny
SST.

DOTA- (o Nal '-Cys 2 Tyr- D Trp* Lys - Val®-Cys"-The®-NH 5

([ -Mal=heta-naphtyl)
Lanreotide

D-Phe -Cys2-Phe?-D-Tip* Lys?-Val® Cys T-Trp®-NH 4

Yapreotide (RC-160)

Obr. 7. Struktura lanreotidu a vapreotidu (Okarvi, 2008)

Oktreotid je kratsi, synteticky analog somatostatinu (obr. 8). Jeho farmakodynamické
vlastnosti jsou podobné somatostatinu, s rozsifenim spektra inhibi¢nich efektl na funkci
predniho laloku hypofyzy, pankreatickou endokrinni sekreci a gastrointestinalni funkeci.
Ve srovnani se somatostatinem je oktreotid rezistentnéjsi k enzymatické degradaci a ma
tedy delsi plazmaticky polocas u lidi pohybujici se kolem 100 minut, coz dovoluje jeho

pouziti pii dlouhodobé 1é¢bé riznych patologickych stavi (Chanson a kol 1993).

D-Phe! -Cys2Phe - n-Trpt-Lys - Thi®-Cys7-Thi¥-ol

Octreotide

Obr. 8. Struktura oktreotidu (Okarvi, 2008)
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Oktreotid a ostatni analogy SST byly modifikovany vlozenim chelatujiciho ¢inidla pro
tvorbu komplexti s radioaktivnimi kovy a manipulaci s peptidovou sekvenci
k maximalizaci jejich receptorové aktivity a optimalizaci jejich farmakokinetiky.
Cyklicky oktapeptid oktreotid zna¢eny '**1 byl prvni SST analog pouzity pro in vivo
zobrazeni nadora pozitivnich na SST receptory. '*I-Tyr-oktreotid dobie zobrazil urcité
nadory, ale vyraznd hepatobiliarni exkrece a komplikovand radiojodacni procedura
omezily pouziti této latky. Trvalé hledani lepSich SST analogli vyustilo v objeveni
DTPA-oktreotidu. '"'In znaceny DTPA-oktreotid (*''In-OctreoScan), ktery se ukazal
slibnym jako zobrazovaci agens pro vizualizaci na SST receptory pozitivnich NETs a
byl pozdéji schvalen FDA pro toto pouziti.

Somatostatinové receptory zobrazované pomoci '''In - DTPA-oktreotidu se staly
vyznamnym nastrojem pro vizualizaci NETs a to zvlasté téch, které se vyznacuji
vysokou hustotu SST receptort,, jako jsou gastroenteropankreatické nadory. Tento
postup je nyni pouzivan rutinné pro lokalizaci primarnich nadorti, hodnoceni rozsahu
onemocnéni, monitorovani efektivity 1é¢by a k vybéru pacienti pro peptidovou
receptorovou radioterapii.

Soucasna hybridni technologie umoznuje ziskat zobrazeni obou informaci-jak
anatomické (CT), tak funkéni (SPECT) nebo (PET) s vlivem na spravnou diagnostiku.
Znacné Usili bylo vyvinuto v minulych nékolika letech pti vyzkumu na SPECT a PET
zalozenych SST analozich schopnych targetingu rlznych receptorovych subtypt.
Z ¢etnych syntetizovanych SST analogi jich jen n€kolik vykazuje klinicky potencial.
Nejlepsim ptikladem je [Tyr’] oktreotid (obr. 9). Tento peptid byl konjungovan
s makrocyklem DOTA (obr. 10), chelatorem, ktery umoziuje stabilni znaceni pomoci
mnoha kovovych radionuklid (QOY, mln, 68Ga, 177Lu, 4cy atd.), ¢imz vznikaji
radioligandy, které jsou uzitecné pro SPECT, PET nebo radionuklidovou terapii. Kromé
toho bylo sledovano, ze konverze oktreotidu na oOktreotat (zaména threoninolu
na C-konci s ptirodni aminokyselinou threoninem) ma za nasledek zvySeni vazby
na receptory, lepSi internalizaci a vys§i vychytdvani nadorem s vhodnym vyuZitim

v scintigrafii (Okarvi, 2008).
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DOTA-D-Phe -Cys>-Tvr-D-Trp*-Lys - Thi®-Cvs - Thr*-al

DOTA-Tvr -octreotide (DOTA-TOC)
Obr. 9. Struktura DOTA-Tyr-oktreotidu (DOTA-TOC) (Okarvi, 2008)
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Obr. 10. Struktura DOTA (1,4,7,10-tetraazacyclododekan-1,4,7,10-tetraoctova
kyselina) (Okarvi, 2008)

V dalsich studiich byla zji§téna diagnosticka vyuzitelnost 'In-DOTA-TOC a
"In-DOTA-lanreotidu (LAN) pozorovana u pacientti s NETs. Vysledky ukézaly, Ze
"In-DOTA-TOC i "™In-DOTA-LAN jsou vhodné pro zobrazeni NETs a mohou
detekovat poSkozeni, které¢ neni viditelné konvencnimi zobrazenimi a BF_FDG-PET
(Okarvi, 2008).

SST analog DOTA-[1-Nal®] oktreotid (DOTA-NOC) byl vyvinut nedavno pro
zasazeni riiznych SST receptort. “In/*Y -DOTA-NOC vykazuje vysokou afinitu
K sstr,, sstrs a Sstrs in vitro. Tato slibna data opraviiuji hodnotit tento radiopeptid jako
vhodny pro zobrazovéni a pro potencionalni studie radioterapie u pacienti. Pokud jej
oznadime pozitronovym zafi¢em, jako je ®*Ga, DOTA-NOC vykazuje vysokou afinitu
k sstr, a sstrs a je prislibem pro in vivo vizualizaci na SST receptory pozitivnich nadort
(Okarvi, 2008).

Zkoumani syntetickych analogi SST, které maji selektivni afinitu k 5 zndamym
receptorovym subtypiim, vedlo k ¢etnym potencionalnim agonistickym analogim SST
receptor. Mnoho z téchto agonisti vykazuje dobrou selektivitu a afinitu pro

subtypy 2, 3 a 5 s malou selektivitou pro sstry nebo sstr, . Obecné jsou pro cileni nadort

24



agonisté vhodnéjSi nez antagonisté, zvlasté ty, ktefi se rychle zacleni do nddorové
buiiky po navazani na ptislusny receptor, coz usnadnuje aktivni kumulaci radioaktivity
Vv nadorovych bunkach. Vyzkum SST specifickych antagonisti na receptorovych
subtypech miize vést k pochopeni fyziologické tilohy kazdého receptorového subtypu.
Recentni studie naznacuji, ze radioaktivné znaceni SST receptorovi antagonisté jsou pro
in vivo zdsah receptord v nadorech vhodnéj$i nez agonisté. Antagonistické
radioligandy, kterym chybi schopnost internalizace, ale vazou se na riizné receptory,
jsou preferované cilové agens ve srovnani s agonistou, ktery ma velkou schopnost
internalizace, avSak vaze se na omezeny pocet receptorti. Nedavna studie s radioaktivné
znaCenymi peptidovymi antagonisty ukazuje vyznam dal§iho vyzkumu. Pokud budou
soucasné vysledky potvrzeny i pro jiné peptidové receptory, pouziti potencionalnich
antagonistickych radioligandl pro in vivo zdsah nadortt mize vyznamné zvysit citlivost
soucasnych diagnostickych technik a efektivitu receptory zprostfedkované
radionuklidové terapie.

V poslednich nékolika letech byly rizné SST analogy znac¢eny pomoci M Te
s uZitim réiznych chelatujicich Einidel. Zvla§tni vyznam ma *™ Tc-depreotid. Depreotid
je cyklicky synteticky peptid bez disulfidické vazby (obr. 11). Klinicky vyzkum
s ¥"MTc-depreotidem ukézal jeho efektivitu pii targetingu SST receptorové (sstra,Sstrs a
sstrs) pozitivnich nadord. *™ Tc — depreotid byl FDA schvéleny pro targeting nadori

exprimujicich SST receptory.

evelo-[Tyr-D-Trp-Lvs-Val-Hey-NiMe )Phe] -CH2CO- B -Dap-Lys-Cys-Lys-amide

Depreotide (P20}

Obr. 11. Struktura depreotidu (Okarvi, 2008)

Dalsi preklinické studie byly zaméfené na protinddorové ucinky oktreotidu a
ptibuznych somatostatinovych analogh BIM 23014 a RC-160. In vitro
v nanomolekuldrnich koncentracich inhibuji tyto analogy rist nddorovych bunék a
vykazuji vysokou afinitu k SST receptorim. Podle toho SST analogy jako oktreotid

ucinné inhibuji riast SST receptor-pozitivnich nddorti v riznych modelech hlodavct a
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¢astecné u xenotransplantovanych lidskych nadortt u mysi. Skupina nadort citlivych
k oktreotidu a ptibuznym SST analogiim zahrnuje prsni, pankreatické, kolorektalni a

plicni malignity (Okarvi, 2008)

3.2.2. Cytotoxické somatostatinové analogy

Nadmérna exprese mnoha SST receptorti v riznych lidskych novotvarech mtize byt
cilem pro pouziti cytotoxickych SST peptidovych konjungati. V soucasné dob¢ byl
vyvinut pro inhibici rastu SST receptor exprimujicich tumorti cytotoxicky analog
(AN-238), ktery je ucinnym derivatem doxorubicinu (DOX) - 2-pyrrolino-DOX
(AN-201), spojeny kovalentné k cyklickému oktapeptidu
D-Phe!,Cys2, Tyr?, D-Trp* Lys®,Val®, Cys’, Thr®-NH, (RC-121) (Okarvi, 2008)

3.2.3. Receptory zprostiedkovana peptidova radioterapie

Po usp&chu radioaktivng znadenych SST analogii jako je napf. *In-OctreoScan, bylo
dal$im cilem oznacit tyto peptidy radionuklidy emitujicimi a nebo B ¢astice, Augerovy
nebo konverzni elektrony a vyuzit radioaktivné znacené peptidy k radionuklidové
terapii.
Wy neemituje pouze vy-paprsky, které mohou byt vizualizovany pomoci
scintigrafie, ale také terapeutické Augerovy a konverzni elektrony se stéedni az kratkou
tkafovou penetraci a " In-DTPA-OC (*"'In-OctreoScan) je pouzivan na SST receptory
cilenou radioterapii. Pocate¢ni studie byly provedené s vysokou davkou diagnostického
agens 'In-DTPA-OC s odiivodnénim, Ze Augerovy a konverzni elektrony vyzafované
B 11 by se mohly nachédzet dostate¢né blizko jadra a zpisobit destrukci bunky.
Navzdory povzbudivym vysledkiim tohoto pfistupu u pacientll s metastazami NETs,
Wy obsahujici peptidy nejsou idedlni pro receptorovou radionuklidovou terapii pro
maly dosah ¢astic a ztoho vyplyvajici kratkou tkanovou penetraci Augerovych
elektrontl. Jak bylo feceno, *'In je hlavng y-zafi¢ a nemusi byt vzdy vhodny pro vnitini
radioterapii, protoZze lokalni radiace je tvofena Augerovymi a konverznimi elektrony.
DOTA obsahujici SST analogy znacené vysokoenergetickymi P-Casticemi zafica jako
%Y a nizkoenergetickymi B-zafi¢i jako *""Lu jsou pro radioterapeutické tgely mnohem

vhodnéjsi. Bylo zjisténo, Ze nizkoenergetické B-Castice emitované analogy obsahujicimi
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YLu jsou vhodn&jsi pro mensi nadory nebo metastazy, zatimco vysokoenergetické

B-castice emitované Y analogy pro vé&tsi nadory. Jak jiz bylo fe¢eno dfive, chelator
DOTA je vyhodny pro znaceni indiem-111, yttriem-90 a luteciem-177, coz jej Cini
vhodnym pro diagnostiku i terapeutické pouziti. V recentni studii bylo ukazano, ze
pfeziti u pacientl s gastropankreatickymi metastazami NETs po peptidové receptorové
radioterapii s *!In-DOTA-TOC je delsi nez u *In-DTPA-OC, coz bylo dano vyssi
efektivnosti **'In-DOTA-TOC pfi radioterapii.

Receptorova terapie vyuzivajici radionuklidy s vhodnym dosahem Ccastic je
novou potencialni metodou 1éeby rakoviny. Uspéch této strategie zavisi na vysoké
koncentraci radioligandu uvnitt nadorové bunky po dostatecné dlouhou dobu (dlouha
doba retence v nadoru) a rychlé clearance z necilovych tkani renalni exkreci (Okarvi,

2008).

3.2.4. Bombesinové peptidové analogy

Bombesin, 14-aminokyselinovy  (pGlu'-GIn®-Arg*-Leu*-Gly>-Asn®-GIn’-Trp®-Ala’-
Val®-Gly'-His'-Leu'*-Met"*-NH,) neuropeptid izolovany zkiZe evropské zaby
Bombina bombina vykazuje vysokou afinitu k lidskému GRP receptoru, ktery je
nadmérné exprimovany u riznych typt nddort jako jsou nadory prostaty, prsu,
pankreatu, gastrointestinalni a malobunéény plicni karcinom. Doposud byly
charakterizovany tii savéi BN/GRP receptorové subtypy: GRP receptor, BN receptor
subtypu 3 a neuromedin-B receptor. Vysoka exprese BN/GRP receptorit u riznych
nadorti nabizi zajimavy cil pro BN/GRP receptorovou scintigrafii a radionuklidovou
terapii. Po objevu, ze BN miize pusobit jako u¢inny ristovy faktor v mnoha typech
nadorovych bun¢k, by mé¢l byt vyznamny z4jem na vyvoji kompetitivnich antagonistli
BN/GRP receptorti jako moznych antimitotickych agens. Blokovanim vazby
bombesinovych peptidi na jejich receptorech antagonisté blokuji fyziologické ucinky
téchto peptidl a inhibuji rist nddorovych bunék. Tudiz maji tyto antagonisté pouziti
jako potencialni protirakovinové slouceniny. C-koncova ¢ast aminokyselinové sekvence
zahrnujici 7.-14. aminokyselinu (GIn’-Trp®-Ala®-Val'*-Gly*!-His'*-Leu**-Met'*-NH,)
bombesinovych peptidi je znama jako rozhodujici pro receptorovou afinitu a
biologickou aktivitu. Proto je vétSina radioaktivné znacenych BN peptidi zalozena

na aminokyselinové sekvenci 7-14, ve spojeni s chelatorem pies vlozenou skupinu
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na N-konci peptidu. DTPA a DOTA byly pouzity pro znageni *°Y, *In, ®*Ga, *"'Lu a
%%Cu. Vhodn& formulovanda BN/GRP peptidova radiofarmaka, kterd se s vysokou
afinitou a specifitou vazou na BN/GRP receptory jsou pfislibem pro casnou,
neinvazivni diagnézu a pro radioterapii nadort pozitivnich na BN/GRP receptory
v nukledrni onkologii. V posledni dobé byla vyvinuta syntetickd analoga
BN/GRP-(D-Tyr®,g-Ala™ Phe'* Nle'-NH,) BN(6-14), které maji vysokou afinitu
ke vSem ze tii tfid savéich BN/GRP receptori a funguji jako univerzalni ligand.
Radioaktivné znaCené analogy se vazou s vysokou afinitou ke vSem receptorovym
tfiddm a jsou rychle internalizovany vSemi tfidami BN/GRP receptori. Objev
univerzalniho ligandu je velmi vyznamnym krokem ve vyvoji peptidovych radiofarmak,

ktera jsou cilena na nadory nesouci rizné tfidy BN/GRP receptori (Okarvi, 2008).

3.2.5. Cytotoxické bombesinové analogy

Ptitomnost BN/GRP receptori v riznych lidskych nadorech vybizi ke zkouméni
cytotoxickych BN/GRP analogovych nosi¢li. Byl vyvinut novy cytotoxicky analog
BN/GRP (AN-215), ktery obsahuje 2- pyrrolinodoxorubicin (AN-201), Géinny
cytotoxicky derivat doxorubicinu, ktery je kovalentné ptipojeny k BN oktapetidu Gln',
Trp?, Ala®, Val*, Gly®, His®, Leu’-y(CH2-NH), Leu®-NH, (RC-3094) (Okarvi, 2008).
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Tab. 1. Peptidové receptory exprimované v lidskych nadorech (Okarvi, 2008)

Peptid

Nadorova exprese

Somatostatin

NETSs (gastroenteropankreatické, hypofyzarni nadory)
Lymfomy, karcinoidy, paragangliomy, nadory prsu, mozku

a malobunécné plicni karcinomy

Bombesin/GRP

Nédory prostaty, prsu, pankreatu, zaludku, malobunécné

plicni karcinomy, kolorektalni nadory

VIP Adenokarcinomy tlustého stfeva, nadory prsu a endokrinni
nadory

a-M2 Nadory prsu

a- MSH Melanomy

CCK/gastrin Nadory $titné zlazy, malobunééné plicni karcinomy,

gastrointestinalni, vazivové tkang, ovarialni a astrocytomy

Neurotensin

Malobunééné plicni karcinomy, nadory tlustého streva,

exokrinni pankreatické, prsu, prostaty a Ewingliv sarkom

LHRH

Nadory prostaty a prsu

GRP- gastrin-releasing peptide, VIP-vasoactive intestinal peptide, CCK-cholecystokinin,

a- MSH- a-melanocyte-stimulating hormone, LHRH- luteinizing hormone-releasing hormone
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3.3. Studované latky

3.3.1. ™In-DOTA-TATE ( [**'In-DOTA]-Tyr’-oktreotat)

Oproti [Tyr’] oktreotidu byl v molekule [Tyr*Joktreotatu na C-konci threoninol (Thr-ol)
nahrazen pfirodni aminokyselinou threoninem pro posouzeni efektti dalSiho zaporného
naboje na bunécny uptake (Richtrova M., 2008). Inkorporaci chelatoru DOTA vznika
konjungovany peptid [DOTA®, Tyr®] oktreotat (DOTA-TATE) (obr. 12), ktery miize byt

177

znaGen radionuklidy jako Y, ™In a *"Lu. V in vitro studiich byla pozorovéana jeho

vysoka a specificka vazba k somatostatinovym receptorum a afinita k sstr 2 ( Breeman a
kol., 2003).

V porovnani s In-DOTA-NOC mé In-DOTA-TATE nizi koncentraci
radioaktivity v organech potkand. Renalni clearance *'In-DOTA-NOC byla nizsi nez
clearance 'In-DOTA-TATE (Cihlo a kol., 2008). In vitro metody ukéazaly vysokou
renalni akumulaci **In-DOTA-NOC ve srovnani s **!In-DOTA-TATE. Renalni uptake
byl cCastecné snizen inhibitory receptorové endocytézy a blokovanim na energii

zavislych procest (Trejtnar a kol., 2008)

OH
HOOC\NI r'/—COOH/©

N
H s —
P 5 . NH
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N N
HO ﬁ(\N NH,
H
0 0
HO HO

Obr. 12. Struktura DOTA-Tyr*-oktreotitu (DOTA-TATE)
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1. Material

4.1.1. Experimentalni zvirata

Pti pokusech bylo pouzito laboratornich potkanii kmene Wistar o hmotnosti 350—400 g
z chovné stanice BIOTEST s.r.o., Konéarovice, CR. Zvifata byla chovana za
konven¢nich podminek pti 12-ti hodinovém svételném rezimu. 12 hodin pted pokusy

byla zvitatim odejmuta potrava.

4.1.2. Chemikalie

e DOTA-TATE=DOTA-Tyr*-oktreotatu=DOTA-D-Phe-Cys-D-Trp-Lys-Thr-Cys-
Thr (piCHEM, Graz, Austria)

e Collagenase type 1V (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)

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

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

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

4.1.3. Pouzité pristroje

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

e Laboratorni tiepacka 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 Svételny mikroskop Meopta, CR
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4.2. Metody

4.2.1. Priprava roztoki

Ptiprava roztoki byla provadéna spolupracovniky. Zasobni roztoky pro piipravu
Krebs-Henseleitovych roztokit A a B se pfipravovaly ve vétSim mnozstvi. Z nich se
vCas potieby pfipravovaly Krebs-Henseleit A a B roztoky, které se smisily za vzniku

pracovniho roztoku Krebs-Henseleit.

1) HANKS zasobni

nazev chemikalie navazka g/11
NaCl 80
KCI 4
KH,PO, 0,6
Na,HPO,.2H,0 0,6
nebo Na,HPO,.12H,0 1,21
MgSQO,.7H,0 2

2) HANKS pracovni

nazev chemikalie, roztoku mnozstvi
HANKS zasobni 40 ml
destilovana H,O 360 ml
NaHCO; bezvod. 0,880 g
HEPES 1,059

3) HANKS | — k promyti ledvin

nazev slozky mnozstvi
HANKS pracovni 280 ml
EGTA 53,2 mg
Roztok do 1. kadinky vyhtivané vodni 1azni
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4) HANKS Il — k rozvolnéni ledvinné tkan¢

nazev slozky mnozstvi
HANKS pracovni 120 ml
CaCl,.2H,0 35,3 mg

nebo CaCl,.2H,0 bezvod. 26,7 mg
kolagenaza 120 mg

Roztok do 2. kadinky vyhtivané vodni lazni

5) Zasobni roztoky KREBS — HENSELEIT - pfipravuji se v ¢as potieby

v dostateéném mnozZstvi a to smisenim Krebs-Henseleitova roztoku A a B.

KREBS — HENSELEIT A

nazev roztoku Mnozstvi v ml
destil. H,O 235,5
NaCl 60
KCI 45
CaCl, 33
MgS0O,.7H,0 15
KH,PO, 6

Dale se ptipravovaly roztoky:

KREBS — HENSELEIT B

nazev roztoku

mnozstvi v ml

NaHCO;

300

KREBS-HENSELEIT buiiky a inkubaéni, vychlazenv v ledové drti

500 ml KREBS-HENSELEIT zasobni

500 ml destil. H,0O
30 HEPES
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KREBS-HENSELEIT bunky a glukdza, vychlazeny v ledové drti

150 ml KREBS-HENSELEIT buriky a inkubaéni
150 mg glukoza

KREBS-HENSELEIT buiiky, glukdza, albumin, kolagenaza

50 ml KREBS-HENSELEIT burky a glukdza
50 mg kolagendza

1,25g Albumin bovine

pH u vSech roztokl bylo upravovano na 7,4 pomoci roztokti HCI (3,6g/50ml) a NaOH
(29/50ml)

4.2.2. Priprava izolovanych ledvinnych bunék

Piiprava aparatury (pfipravené spolupracovniky)

Systém obsahuje vodni lazen, v které jsou ponofené¢ dvé 400 ml kadinky obsahujici
promyvaci a rozvolnovaci tekutinu. Peristaltickou pumpu na zajisténi recirkulace
perfuzniho média a druhou na zajisténi vhanéni perfuzni tekutiny do ledvin, perfuzni
dvouplastovou nadobu, vyhiivanou vodou s teplotou 37°C, obsahujici cirkulujici
tekutinu, kterd je okysliCovana smési 95% O a 5% CO, kovovou kanylu zavadéjici
tekutinu do ledvin, lapa¢ bublin k zabranéni vniknuti vzduchové bubliny do ledvin,

vodny ultratermostat U1, ktery udrzuje teplotu vodni lazné na 37 °C.

Preparace ledvin a izolace ledvinnych bunék (pfipravené spolupracovniky)

Do 1. kadinky bylo nalito 280 ml roztoku HANKS I, jim naplnéna aparatura, zapnuto
prokysli¢ovani pneumoxidem a soustava nechana temperovat za neustalé recirkulace asi
15 minut na teplotu 37°C. Do 2. kadinky bylo nalito 120 ml roztoku HANKS II a

pfidana kolagenaza. Po vytemperovani obou roztokl bylo upraveno pH na 7,4.
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Vyjmuté ledviny byly oplachnuty teplym fyziologickym roztokem a ponoteny do
1. kadinky, kde doslo k proplachnuti tkdn¢ béhem cca 3 minut. Poté byly ledviny
preneseny do 2. kadinky a sledovany cca 20 minut.

Kdyz bylo rozvolnéni kolagenniho pojiva ledvinnych bunék dostatecné, bylo
pteneseno do sklenéné misky s 50 ml roztoku Krebs-Henseleit bunky obsahujicim
albumin, kolagenazu, kde bylo provedeno tGplné rozvodnéni ledvinné tkané mechanicky
pinzetou a po t¢ michadélkem na elektromagnetické michacce s mirnym zahtatim
na 30°C v roztoku po dobu cca 10-15 minut.

Ziskana suspenze ledvinnych bunék byla prefiltrovana pies gazu a silikonové sitko
soky 85um a centrifugovana v silnosténnych zkumavkach pii 4°C (928 ot./min,
5 min.)

Supenatant byl odsan a ledvinné buriky nesuspendovany v 5 ml Krebs-Henseleit

buiky a glukéza vychlazeného na 2°C a provedena centrifugace ( 4°C, 728 ot./min.,

1 min.) celkem tfikrat.
Stanoveni poctu a Zivotnosti ledvinnych bunék

Stanoveni se provadi pomoci Biirkerovy komurky pod mikroskopem (zvétseni 10x10)
ze 100ul vzorku, ktery byl pfipraven smisenim 100 pl suspenze ledvinnych bunék a
100 pl trypanové modii.

Byl zaznamenéan pocet jasné sviticich Zivych bunék a pocet modie zbarvenych
mrtvych a zjistén primér zivych bunék.

Zivotnost bunék byla uréena jako pomér zivych bunék a soudtu Zivych a
mrtvych v  %). Pocet  bunék byl  vypolitany  podle  vzorce
PB = zivotnost.10* fedeni.potet ml suspenze. Podle poétu bunék byla nafedéna

suspenze tak, aby koncentrace bunék byla 2.10%/ml.

Inkubace

Do inkubaéni smési byl pipetovany 1 ml suspenze bunék o koncentraci bun¢k 2.10%ml.
Zkumavky byly potom temperované 5 min v inkubatoru pii teploté 37°C pfi rychlosti
kmitani 280 kmitl/min. Potom se k bunkdm pfidaly studované latky, které se liSily

podle typu pokusu a na zavér bylo ptidano 10 pl radioaktivné znaceného peptidu. Takto
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pfipravena suspenze byla inkubovanéd potiebnou dobu pfi teploté¢ 37°C. Po skonceni
inkubace se naraz ptidaly 4 ml ledového Krebs-Henseleit bunky a inkuba¢niho pufru.
Po centrifugaci 1 min. pifi 80g a teplot¢ 4°C bylo odebrano 0,5 ml supernatantu
na metfeni aktivity média. Zbytek média byl opatrné odsaty a buiiky byly dispergované
v dalSich 4 ml ledového pufru. Nasledovala opét centrifugace za stejnych podminek a
toto promyvani pufrem se opakovalo jesté dvakrat. Po posledni centrifugaci a odsati
supernatantu se suspenze bunc¢k kvantitativné prenesla do méfici nadobky

3X opakovanym vyplachem inkubacni zkumavky.

Méreni radioaktivity

Radioaktivita v inkubaénim médiu a bunééné frakci byla méfend pomoci

gama-spektrometru v intervale 1 minuty.

4.2.3. Usporadani akumulacénich studii

V akumulaénich studiich byla zjistovana kumulace *'In-DOTA-TATE v ledvinnych
buiikach potkana za riznych podminek. V téchto experimentech byl dale studovan vliv
potencialnich inhibitorti uptake - probenecidu a albuminu v riznych koncentracich a

byly porovnavany ziskané hodnoty.

4.2.3.1. Stanoveni zavislosti akumulace *In-DOTA-TATE na dobé& inkubace

Bunééna suspenze byla napipetovana po 1 ml do inkubacénich zkumavek a bylo piidano
10 pl znacenych peptidi. Takto pfipravené suspenze se nechaly inkubovat pfi teploté
37 °C v ¢asovych intervalech 2, 10, 30 minut nebo 2, 5, 10, 20, 30 minut za tfepani
rychlosti 280 kmiti/minutu. Po uplynuti pfisluSného ¢asového intervalu byla inkubace

zastavena a bunécna frakce byla izolovana podle postupu v kapitole Inkubace.
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4.2.3.2. Studium vlivu potencionalnich inhibitorti na akumulaci

MIn-DOTA-TATE

Do inkubacéni smési byl vlozen 1 ml suspenze bunék a do ¢asti inkubacnich zkumavek
byla pridana studovana latka (vzorky bez dané latky slouzily jako kontrola). Potom byl
do suspenze piidan peptid '*In-DOTA-TATE vmnozstvi 10 pl a vzorky byly
inkubované 30 minut pii 37 °C za tifepani s rychlosti 280 kmiti/minutu. Po uplynuti
prislusného cCasového intervalu byla inkubace zastavena a bunécna frakce byla

izolovana podle pokynt v kapitole Inkubace.

Pouzité latky
Prvnim studovanym inhibitorem byl probenecid v koncentracich 0,25 mM, 1,25 mM.
Zkousen byl také albumin v inkubaénich koncentracich 0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM.

4.2.3.3. Vyjadreni vysledki

Radioaktivita kumulovana v bun&né frakci v jednotlivych experimentech byla
porovnavana s radioaktivitou standardu, které obsahovaly stejné mnozstvi radiopeptidu
jako byla davka vlozend do inkubacni smési (tzn. 10 upl). Pfi kazdém experimentu se
piipravily 3 standardy s obsahem 10 ul preparatu **!In-DOTA-TATE a 9 ml destilované
vody. Tyto standardy byly méfené zaroven s experimentalnimi vzorky. Ze zjiSténych
hodnot aktivit standardi byl vypocten primér a tato hodnota byla povazovana
zavlozenou aktivitu, skterou se pocitalo pii vypoltu. Ze zjisténych hodnot
radioaktivity byly ukazdého experimentalniho vzorku vypocitané radioaktivita
na 10° bun&k a pocet procent radioaktivity, ktery byl kumulovany v butikach z vloZené

davky.
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4.3. Vysledky

4.3.1. Zivotnost ledvinnych bunék

Zivotnost ziskaného preparatu izolovanych ledvinnych bundk potkana byla zji§téna
pomoci hodnoceni exkluze trypanové modifi postupem uvedenym v ¢lanku 4.2.2.

Experimenty shrnuje tabulka 2.

oznaceni pocet zivych | pocet mrtvych Zivotnost
experimentu bunék bunék (%)
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
4.3.4. 509 55 90,25
4.3.5. 509 55 90,25
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4.3.2. Uptake " In-DOTA-TATE v ledvinnych buiikach v zavislosti na dobé&

inkubace

Tabulky 3-5 agrafy 1-3 zobrazuji vysledky tf studii akumulace *!'In-DOTA-TATE

V izolovanych ledvinnych buitkach v zavislosti na dobé inkubace pii konstantnim

mnozstvi peptidu (10 ul). Vysledky jsou piepo¢itané na procenta aktivity v 10° bunék

vuci celkové vlozené aktivité. Inkubace probihaly pii teplote 37°C.

Tabulka 3. Uptake '!In-DOTA-TATE v ledvinnych buiikach potkana v zavislosti

na dob¢ inkubace (Experiment 1)

Doba | Radioaktivita | Radioaktivita/ | "rumem Primémé
- 1 6 py i odnoty Uptake
mkul_oace Vv bunkach 10” bun¢ek radioaktivity | % D/10%bunck hodnoty6uptavke
(min) (cpm) (cpm) (cpm) (% D/10°bungk)

106,5 85 0,16

2 1195 95 94+ 6 0,18 0,18 £0,01
126,0 101 0,19
160,4 128 0,25

5 194,4 156 142+ 10 030 0,27 £+ 0,02
169,0 135 0,26 ’ ’
183,1 147 0,28
362,8 291 0,55

10 2838 221 203 + 61 043 0,39+0,11
1778 142 0,27 ’ ’
188,3 151 0,29
290,0 232 0,44

20 3114 230 431 +203 048 0,82 + 0,39
901,7 722 1,38 ’ ’
647,8 519 0,99
166,3 133 0,25

30 281,3 225 197 + 62 043 0,37 +0,12
178,3 143 0,27 ’ ’
355,8 285 0,54

Primérna radioaktivita standardu: D = 52391 cpm/10ul
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Graf 1. Zavislost uptake 'In-DOTA-TATE v ledvinnych buiikich v zéavislosti
na dobé inkubace (X £ s.d.)
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43.3. Uptake "In-DOTA-TATE v ledvinnych buiikiach v zivislosti na dobé
inkubace

Tabulka 4. Uptake '*'In-DOTA-TATE v ledvinnych buiikach potkana v zavislosti

na dob¢ inkubace (Experiment 2)

Doba | Radioaktivita | Radioaktivita/ Phrggr’]eortl;e Untake Primérmé
mkupace Vv bunkach 10° bunék radioaktivity | % D/10°bunek hodnoty6uptalfe
(min) (cpm) (cpm) (% D/10°bungk)
(cpm)

771,3 419 0,02

2 1029,5 560 506 + 62 0,02 0,02+ 0
989,1 538 0,02
825,6 449 0,02

5 1114,8 606 469 + 105 0,02 0,02+ 0
646,6 352 0,01
1592,1 866 0,04

10 1352 73 932 + 142 0.03 0,04+ 0
2022 1099 0,04 ’
1891 1028 0,04
3230 1756 0,07

20 4761,3 2589 2045 + 385 0,11 0,08 + 0,02
32933 1791 0,07
4366,7 2374 0,10

30 3645,6 1982 2205 + 208 0,08 0,09 + 0,01
3707,5 2016 0,08 ’ ’
4501,4 2448 0,10

Primérna radioaktivita standardu: D = 2465724 cpm/10ul
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Graf 2. Zavislost akumulace *'In-DOTA-TATE v ledvinnych buiikach v zavislosti
na dobé inkubace (X +s.d.)
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43.4. Uptake ™In-DOTA-TATE vV ledvinnych buiikach v zavislosti na dobé

inkubace

Tabulka 5. Uptake '*'In-DOTA-TATE vV ledvinnych buitkich potkana v zavislosti

na dob¢ inkubace (Experiment 3)

Primérné

Doba Radioaktivita | Radioaktivita/ hodnot Untake Primérné
inkubace | Vv buiikach 10° bunsk " dioakti\yi w %D /fOGbunék hodnoty uptake
(min) (cpm) (cpm) y (% D/10%bunk)
(cpm)
24925 1355 0.05
2 1983 1 1078 1527 + 453 0.04 0,06 + 0,02
3951,7 2147 0.08
5302.5 2882 0.11
6030,7 3277 3225 + 202 0,13
10 62052 3372 0.13 0,13+0,01
6200.3 3370 0,13
151731 8246 0.33
20 13961.0 7588 7935 + 244 0,30
14817,7 8053 0,32 032+ 0,01
14447 8 7852 0,31

Priimérnd radioaktivita standardu: D = 2528446 cpm/10ul
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Graf 3. Zavislost uptake 'In-DOTA-TATE v ledvinnych buiikach v zavislosti na dobg&

inkubace (X = s.d.)
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435, Akumulace ™In-DOTA-TATE v ledvinnych buiikich v p¥itomnosti

probenecidu

Tabulka 6. a graf 4. uvadgji vysledky ziskané pfi studiu akumulace **!In-DOTA-TATE
Vv ledvinnych bunkach potkana po dobu 30 minut inkubace v piitomnosti vybranych
koncentraci probenecidu. Vysledky jsou vztaZzeny na procenta aktivity v 10° bunék vasi
celkové vlozené aktivité. Konecné vysledky jsou primérné hodnoty méfeni bez a

Vv ptitomnosti probenecidu.

Tabulka 6. Akumulace In-DOTA-TATE v ledvinnych buiikdch v p¥itomnosti

vybranych koncentraci probenecidu (inkubace 30 min.)

Koncentrace | Radioaktivita | Radioaktivita Phrgg:gtne Uptake Pramérné
probenecidu | v buiikach /10° bungk " dioaktigi w | % D/10° | hodnoty uptake
(mM) (cpm) (cpm) (epm) Y| bunek | (% D/10%bunck)
1254,5 627 0,12
1130,6 565 0,10
0 14727 736 67279 0.14 0,13 +0,02
1515,5 758 0,14
1148,2 574 0,11
651,4 326 0,06
0,25 S 282 410 + 97 007 0,08 + 0,02
717,4 358 0,07
946,1 473 0,09
857,1 428 0,08
1,25 712.8 356 395 + 60 0.07 0,08 £0,01
641,2 321 0,06

Primérna radioaktivita standardu: D = 540534 cpm/10ul
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43.6. Akumulace '™In-DOTA-TATE v ledvinnych buiikich v p¥itomnosti

albuminu

Tabulka 7. a graf 5. uvadgji vysledky ziskané pfi studiu akumulace *!In-DOTA-TATE

Vv ledvinnych bunkach potkana po dobu 30 minut inkubace v piitomnosti tfi riznych

koncentraci albuminu. Vysledky jsou vztaZeny na procenta aktivity v 10° bungk vici

celkové vlozené aktivité. Konecné vysledky jsou primérné hodnoty méfeni bez

albuminu a pii jeho pfitomnosti v riiznych koncentracich.

Tabulka 7. Akumulace MIn-DOTA-TATE v ledvinnych buiikdch v pritomnosti
vybranych koncentraci albuminu
Koncentrace | Radioaktivita | Radioaktivita Prumerme Primérné
. o 61« hodnoty Uptake
albuminu V buiikiach /10° bungk radioaktivity | % D/10%bunck hodnoty uptake
(mM) (cpm) (cpm) Y17 UK | (96 D/10%bunek)
(cpm)
62925 4870 0,32
0 55778 1317 4475 + 282 028 0,29 + 0,02
54742 4237 0,27
8749.4 6772 0,44
0,1 10152,7 7858 6989 + 640 0,51 0,45 + 0,04
8187,1 6337 0,41
7480,6 5790 0,38
0,25 8256 4 6390 6330 + 419 0.41 0,41+ 0,02
8800 6811 0,44
6396,8 4951 0,32
05 5786 1 4478 5259 % 749 0.29 0,34+ 0,05
8202.8 6349 0,41

Primérna radioaktivita standardu: D = 1541761 cpm/10ul
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vybranych koncentraci albuminu po inkubaci 30 min. (X + s.d.)
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5. DISKUZE
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Experimenty provedené v ramci této diplomové prace byly uskutecnéné na ledvinnych
bunkach, které byly ziskané izolaci zledvin potkana kolagendzovou metodou. Ta
spo¢iva v rozvolnéni tkaniva ve vypreparovanych ledvinach roztokem obsahujicim
kolagenozu, ktera $tépi mezibunécné kolagenové spoje. Tyto Cerstvé izolované ledvinné
buiky byly po dalSich upravach pouzité k akumulaénim studiim se studovanym
radioaktivné znacenym analogem somatostatinu.

Prvnim krokem bylo ovéfeni zivotnosti ziskanych buncék jejich spoctenim
v Biirkerové komurce. Suspenze bunék byla obarvena trypanovou modii a doslo
k praniku barbiva do bun&k. Zivé buiiky s neporusenou membranou maji zachovany
aktivni eflux barbiva z buniky. Na druhé strané¢ mrtvé buitkky maji tento mechanismus
poskozen, aproto zistivaji obarveny. Zivotnost ledvinnych bunék se pohybovala
v rozmezi od 89% do 94%. Takova Zivotnost je dobfe akceptovatelnd pro provedeni
daného typu experimentélnich studii.

Provedené experimenty byly zaméfené na studium akumulace radioaktivné
znaGeného somatostatinového analogu - “'In-DOTA-TATE - v ledvinnych buiikach a
na ovlivnéni jeho akumulace potencionalnimi inhibitory bunécného uptake. Uptake
radioaktivity bun&éné frakce v kazdém vzorku byl prepoditan na 10° bundk a tato
hodnota byla vztazena k aktivité¢ standardl, tj. davce radiopeptidu vlozeného do
inkubaéni smési.

V prvni sérii pokust byly vzorky bunék se studovanou latkou inkubovany za
standardnich podminek riznou dobu - od 2 do 30 minut. Ve vsech tfech provedenych
experimentech dochazelo k postupnému zvySovani akumulované radioaktivity
Vv zavislosti na dob¢ inkubace. V prvnim experimentu jsme pozorovali velky rozptyl
hodnot pfi inkubaci po dobu 20 minut. Pfi relativné nizkém zachytu mize i mala
odchylka v provedeni experimentu vyustit v relativné velké rozdily hodnot. Ovsem
v dalSich experiemntech (experimenty 2 a3) nebyl takto velky rozptyl hodnot
zaznamenan. Slo tedy spiSe onahodny jev spojeny mozna s nedostate¢nou rutinou
v zacatku prace. Pii druhém i1 tietim experimentu doslo k nejvétsimu naristu akumulace
ve 30. minuté.

Zjisténa mira akumulace v buiikdch se mezi vySe uvedenymi experimenty
pomérné vyrazné ligila a pohybovala se po 30 min. inkubace v rozpé&ti 0,09-0,37 %/10°
bunék. Z tohoto diivodu by stanoveni priimérné hodnoty pro uptake **!In-DOTA-TATE
z téchto tii experimentt nebylo zcela validni a spiSe 1ze uvadét rozsah této kumulace.

Protoze se jedna o nativni bunky, vysvétleni miize spocCivat v relativné vysoké
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interindividudlni variabilité mezi zvifaty a preparaty bunék ziskanych z jejich ledvin.
Dalsim faktorem muze byt inedostatend mira rutiny piiprvnich experimentech.
Nejvice se publikovanym udajum blizi hodnoty uptake nalezené v experimentu 1 a 3,
pii kterych se primérnd hodnota akumulované radioaktivity pohybovala po 30 minutach
inkubace kolem 0,3% AD/10°. Tato hodnota uptake se dobfe shoduje s Gdajem
0,3% AD/10° bungk uvadéné v literatute (Trejtnar a kol. 2008).

V dalSich pokusech jsme studovali moznosti snizeni nezddouci akumulace
studované¢ho radiopeptidu v ledvinnych bunkéach. Pouzili jsme dva potencionalni
inhibitory uptake studovaného radiopeptidu. Zarovenn jsme se pomoci téchto dvou
substrati  riznych transportnich systému pokusili zjistit, ktery =z transportnich
mechanisml by mohl byt odpovédny za transport radiopeptidil do ledvinnych bunék.

Prvni testovanou latkou byl byl probenecid, ktery inhibuje transport organickych
anioni blokadou pfislusnych transportérii. V pokuse doslo ptekvapivé ke znacnému
snizeni akumulace radiopeptidu u vzorku s koncentraci 0,25 mmol/l az na 61 %
V porovnani s aktivitou kontrolniho vzorku. Pii pétinasobné koncentraci probenecidu
byl vysledek podobny. Tyto vysledky by mohly ukazovat na ucast transportérii pro
organické anionty na uptake n-DOTA-TATE. Avsak v pilotnich  studiich
provadénych na pracovisti se ukédzalo, Ze pouzité koncentrace probenecidu mohou byt
jiz potencionalné cytotoxické. Piestoze $lo o studii sjinym typem ledvinnych bunék
(linie OK bunék z vacice), je mozné piredpokladat i podobny ucinek u pouzivanych
bunék zledvin potkana. Snizeny uptake by tak mohl byt inésledek niZSiho pocu
funk¢nich bun€k v pfitomnosti probenecidu. Tato skutecnost musi byt ovSem potvzena
dal§imi naslednymi experimenty.

Druhou zkouSenou latkou byl albumin, ktery je substratem megalin/cubilinového
transportniho systému. Jeho uéinek na uptake 'In-DOTA-TATE jsme zkoumali pii
ttech rtiznych koncentracich. Namisto ocekavané inhibice uptake, doslo pfi vSech
koncentracich albuminu k paradoxnimu ndrlstu akumulace radiopetidu. Koncentrace
0,1 mM albuminu zptisobila zvyseni akumulace "'In-DOTA-TATE na 156 % oproti
kontrolnim vzorkiim bez albuminu. I u dalSich dvou vyssich koncentraci albuminu
V inkubacni smési byl pozorovan vyssi uptake neZ v kontrolnich vzorcich. Protoze
pfidavek albuminu do zivného média je doporu¢ovan nékterymi autory jako prostiedek
pro zvyseni stability bun¢k v preparatech (Jones 1979), bylo by mozné zvyseny uptake
radiopetidu v pfitomnosti albuminu piigitat lepsimu stavu ledvinnych bungk. Ugast

megalinového receptoru na akumulaci **In-DOTA-TATE jsme tedy nepotvrdili.
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Mira akumulace "*In-DOTA-TATE v izolovanych ledvinnych buiikach potkana
je v porovnani s dalsim podobnym peptidem - **!In-DOTA-NOC — nizsi (Popadicova,
2009). DOTA-NOC obsahuje ve své molekule lipofilni naftylovy zbytek, ktery muze
vyznamné zvySovat lipofilitu této slouCeniny ve srovnani s DOTA-TATE, ktery
takovou lipofilni strukturu neobsahuje. Kromé mozné vyssi afinity k systémim pro
aktivni transport, mize byt vyssi uptake **In-DOTA-NOC zpiisoben také i jeho vyssim

pranikem pies lipofilni bunéénou membranu bunék pasivnim transportem.
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6. ZAVER
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Test zivotnosti pomoci trypanové modife ukédzal vysokou zivotnost ledvinnych

bun¢k potkant a jejich vyuzitelnost pro dany typ experimentalnich studii.

Byla provedena akumula¢ni studie s vyvojovym receptorové specifickym
peptidem-""In-DOTA-TATE. V t&chto experimentech byl pozorovan narfist
uptake peptidu s dobou inkubace. Byla pozorovana variabilita vysledkd
akumulacnich studii mezi jednotlivymi preparaty ledvinnych bun¢k. Obecné vSak

mira akumulace odpovidala publikovanym tdajam.

Experimenty s potencionalnimi inhibitory ledvinného uptake radiopeptidii ukazaly
moznou Uucast transportéri pro peptidy na kumulaci n-DOTA-TATE v
ledvinnych buiikdch. Uskute¢néné pokusy vSak nepotvrdily Gi€ast megalinového

endocytarniho systému na uptake studovaného radiopeptidu.

Akumulace *'In-DOTA-TATE in vitro byla v provedenych experimentech nizsi

nez akumulace uvadeéna pro piibuzny peptid n-DOTA-NOC.
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