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1 ABSTRAKT



Zjisténi zvySené exprese urCitych typl receptorii pro regulacni peptidy
v nékterych nadorech vedlo ke zkouméni analoghi regulacnich peptidi jako
potenciondlnich receptorové-specifickych radiofarmak pro zobrazovani a cilenou terapii
nadord. Jednou z perspektivnich skupin téchto peptidii jsou analogy gastrinu a
cholecystokininu. AvSak kumulace radiopeptidi v ledvinné tkani mulze zpusobit
radiotoxické poSkozeni ledvin a limitovat jejich klinické vyuziti. Studium ledvinnych
mechanismt je tedy zdkladnim pfedpokladem dalSiho vyvoje v této skupiné.

Cilem této prace bylo sledovat in vitro miru akumulace derivati gastrinu —
DOTA-minigastrini (DOTA-MG) znacenych indiem-111 a zkoumat mechanismus
jejich uptake v ledvinnych bunkéach. Za vyuziti ledvinného bunécného modelu byla
hodnocena akumulace ti slougenin - "'In-DOTA-MG11, ""'In-DOTA-MG45 a '''In-
DOTA-MG46.

Experimenty byly provadény za pouziti izolovanych ledvinnych bunék potkana
ziskanych z nativni ledvinné tkan€. Ledvinné bunky byly vyuzity ke sledovani miry
akumulace '''In-minigastrinii. Pro posouzeni podilu aktivnich a pasivnich transportnich
mechanisml na ledvinném uptake byla stanovena akumulace za fyziologické a za

snizené teploty. Pro posouzeni kvantity akumulace '

In-DOTA-minigastrint byla jako
srovnavaci latka pouzita **™Tc-dimerkaptojantarova kyselina (*’"Tc-DMSA), ktera se
aktivné kumuluje v ledvinnych bunikach. Pfipadnd G¢ast megalinového endocytarniho

111

systému na ledvinném uptake ~ In-minigastrini byla testovdna s vyuzitim albuminu,

inhibitoru tohoto systému.

111 s : iy . v ’ ’
In-minigastriny vykazuji relativné nizkou miru

Vysledky dokumentuji, ze
akumulace v ledvinnych buiikich potkana. Uptake '''In-minigastrini je odlisny a klesa
v pofadi ""'In-DOTA-MG45 > ""n-DOTA-MGI11 > ""In-DOTA-MG46. Avsak ve
stovnani s *°"Tc-DMSA byl uptake vsech '''In-minigastrini mnohonasobn& niZsi.
Caste¢né snizeni uptake (20-40%) bylo zjisténo v buiikdch inkubovanych za nizké
teploty, kdy jsou inhibovany energeticky zavislé procesy, ale signifikantni snizeni bylo
pozorovano pouze u "1-DOTA-MG11 a ""'In-DOTA-MG46. V pokusu s albuminem
se nepodafilo prokéazat sniZzeni uptake. Ze ziskanych vysledkl je patrné, ze studované
radioaktivné znaCené minigastriny se vyznacuji relativné nizkou akumulaci
v ledvinnych bunkéch in vitro a na jejich transportu pfes bunécné membrany se
v rozhodujici mife podili pasivni transportni mechanismy s ¢asteCnym piispévkem

aktivnich transportnich mechanismt.
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The finding of increased expression of certain types of regulatory peptide
receptors in some tumors led to research on regulatory peptide analogs as potential
receptor-specific radiopharmaceuticals for imaging and tumor-targeted therapy.
Analogues of gastrin and cholecystokinin belong to one of the perspective groups.
However, accumulation of radiopeptides in the renal tissue may cause radiotoxic renal
damage and may limit their clinical use. Study of renal mechanisms is therefore an

essential premise for further developments in this group.

The aim of this work was to study in vitro the rate of renal accumulation of
gastrin derivatives, DOTA-minigastrins (DOTA-MG), labeled with indium-111, and to
examine general mechanisms responsible for their uptake in kidney cells. Accumulation
of three compounds, 111In-DOTA-MGll, "Mp-DOTA-MG45 and '''In-DOTA-MG46
was evaluated using a renal cellular model.

Experiments were carried out using isolated rat cells obtained from native rat
renal kidney tissue. The renal cells were used to determine the rate of accumulation of
"In-minigastrins. To evaluate the participation of active and passive transport
mechanisms in the renal uptake, accumulation under physiological and decreased
temperature was determined. To assess the quantitaty of '''In-DOTA-minigastrin
accumulation, a comparative agent,  "Tc-dimercaptosuccinic acid (*’"Tc-DMSA),
actively accumulated in the kidney was used. Possible participation of the endocytic

111

megalin system in the renal uptake of '~ In-DOTA-minigastrins was tested by using an

inhibitor of the system, albumin.

The results indicated that '

In-minigastrins showed relatively low rate of
accumulation in the rat kidney cells. The uptake was different and decreasing in the
order '''In-DOTA-MG45 > ''In-DOTA-MG11 > '"'In-DOTA-MG46. However, the
accumulation of all '''In-minigastrins was much lower in comparison with *™Tc-
DMSA. A partial reduction (20-40%) of the uptake in the cells incubated at low
temperature when energy-dependent processes were inhibited was found but a
significant decrease was observed only in '''In-DOTA-MG11 and '''In-DOTA-MG46.
Albumin failed to reduce uptake in '''In-DOTA-MG11. The found data show that the
studied radiolabelled minigastrins are characterized by a relatively low accumulation in

the rat renal cells in vitro and their transport across the cellular membranes is mediated

mainly by passive transport with a partial contribution of active transport mechanisms.
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Cilem této prace bylo s pomoci izolovanych ledvinnych bun¢k potkana stanovit
in vitro ledvinnou akumulaci tfi peptidi ze skupiny analogl gastrinu s pfipojenym
chelatatorem DOTA, na ktery je navazan radionuklid indium-111. Ledvinnd akumulace
studovanych radiopeptidi byla dale porovnana s akumulaci ”"Tc-DMSA, kterd se
vyznacuje zna¢nym vychytavanim v ledvinnych buiikach. Dalsim cilem bylo posouzeni
obecnych mechanismt, kterymi jsou peptidy transportovany do ledvinnych bunék, tj. do
jaké miry se uplatiiuje aktivni a pasivni transport a zda v transportu peptidi do bunék
hraje roli aktivni endocytdza prostiednictvim systému megalin/kubilin. Cilem prace
bylo téz vytvorit teoreticky prehled o moznych mechanismech ledvinné exkrece 1€Civ a
o vyznamu radioaktivné znacenych receptorové specifickych peptidi v nuklearni

medicing, se zamétfenim na charakterizaci vyvoje skupiny analogti gastrinu.
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Velkd pozornost v oblasti radiofarmak je vsoucCasné dobé vénovana
radioaktivné znaCenym analogim regulacnich peptidii. Regulacni peptidy zastavaji
v organismu fyziologickou funkci a moznost vyuZiti jejich analogii jako radiofarmak se
oteviela s objevem, Ze nékteré typy lidskych nadorti v hojné mife exprimuji receptory
pro tyto peptidy. Analogy regulacnich peptidii jsou potencidlnimi receptorove-
specifickymi radiofarmaky, ktera mohou slouzit jak k zobrazovani, tak k cilené terapii
nékterych typl nadort. Nejvice prozkoumanymi latkami jsou analogy somatostatinu a
derivaty dalSich peptid, napiiklad gastrinu nebo bombesinu jsou podrobovany
preklinickym a klinickym studiim. Jednim z omezeni pro pouzivani téchto latek je jejich
akumulace, kterd mtize vyustit v nefrotoxické ptisobeni radiopeptida. Tato vlastnost je
diivodem, pro¢ studium transportu v ledvinnych bunikach je jednou z dtlezitych oblasti
pfi studiu farmakokinetiky téchto latek.

Tato prace se zabyva analogy regula¢niho peptidu gastrinu — minigastriny.
Gastrin je regulacni peptid, ktery plsobi pies receptory pro cholecystokinin. Toto
pusobeni je dano strukturni podobnosti gastrinu a cholecystokininu. Minigastriny jsou
latky zkoumané jako potenciondlni radiofarmaka pro diagnostiku a lécbu nadort
exprimujicich receptory pro cholecystokinin, jako je napt. medularni karcinom Stitné

zlazy.
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Pouzité zkratky
CCK

DMSA

DOTA

DTPA

GLP-1-R

GRP-R
LDL
MG
MRP
NOTA
NPY-R
NT-R
OATs
OCTs
PEPT
PRRI

PRRT

SST

TETA
VIP-R

cholecystokinin

dimerkaptojantarova kyselina (dimerkaptosuccinic acid)
1,4,7,10-tetraazacyklododekan- 1,4,7,10-tetraoctova kyselina
diethylentriaminpentaoctova kyselina

receptor pro glukagonu podobny peptid 1 (glukagon-like
peptide 1)

receptor pro gastrin uvoliiujici peptid (gastrin releasing peptide)
low density lipoprotein

minigastrin

multidrug- resistant associated proteins

1,4,7- triazacyklonan-N,N",N"’'- trioctova kyselina

receptor pro neuropeptid Y

receptor pro neurotensin

transportéry organickych aniontli (organic anion transporters)
transportéry organickych kationtli (organic cation transporters)
peptidové transportéry (peptide transporters)

radioaktivni zobrazovani pomoci peptidii vazajicich se na
specificky receptor (peptide-receptor radionuclide imaging)

na peptidové receptory zamétena radionuklidova terapie
(peptide-receptor radionuclide therapy)

somatostatin
1,4,8,11-tetraazycyklotetradekan-1,4,8,11-tetraoctova kyselina

receptor pro vasoaktivni intestinalni peptid

13



5 TEORETICKA CAST

14



5.1 VYLUCOVANI LATEK LEDVINAMI

Vylucovéani latek ledvinami je proces, ktery slouzi k udrzovani homeostazy
v téle. Ledvinami jsou vylu€ovany latky, které v daném momentu homeostazu narusuji.
Patfi sem jiz nevyuzitelné zplodiny a zbytky metabolismu, latky sice pro organismus
potiebné a vyuzitelné, ale v daném okamziku pro svoji koncentraci nadbyte¢né, nosice
vylu¢ovanych latek a latky organismu cizorodé (1é¢iva, drogy, toxiny aj.). Existuji Ctyfi
mozné varianty vylucovani téchto latek ledvinami.

Prvni variantou je vyluCovani vyhradné glomerularni filtraci. Pfi tvorbé
glomerularniho filtratu dochazi k ultrafiltraci krevni plazmy. Glomerularni filtrdt ma
podobné slozeni jako krevni plazma, avSak chybi zde bilkoviny, takZe onkoticky tlak
filtratu je vyrazné sniZzen. Pokud je latka vylu¢ovéana pouze glomerularni filtraci, nejsou
jiz v dal$ich c¢astech nefronu zadné dalSi mechanismy reabsorpce ani sekrece pro tuto
latku. Jestlize se latka objevi v glomerularnim filtratu a je vyluCovana touto formou
vylucovani, pak se musi objevit v definitivni moci. Pfikladem takové latky je inulin,
ktery rovnéz slouzi jako indikator pro stanoveni velikosti glomerularni filtrace.

Ve druhém piipadé jsou latky vyluCovadny kombinaci glomerularni filtrace
s tubularni sekreci. Pti tubulérni sekreci tubularni buiiky nékteré ¢asti nefronu odebiraji
latku z peritubularni krve a transportuji ji do tubularni tekutiny. Takova latka je pak
vylucovana ve vét§Sim mnozstvi, nez je mnozstvi, které se dostalo do glomerularniho
filtratu. Ptikladem je p-aminohippurova kyselina.

Tieti moznosti je kombinace glomerularni filtrace s tubularni reabsorpci.
Prikladem takto vylucované latky je glukéza. Pro tubularni reabsorpci disponuji urcité
tubularni buniky mechanismy, které transportuji latku z tubuldrni tekutiny zpét do
peritubularni krve. Céast vyludované latky se tak vraci zpét do organismu a mnoZstvi
vyluCované latky je pak niz8i neZ mnozstvi ptefiltrované do glomerularniho filtratu.

Poslednim mechanismem je tubularni sekrece. V tomto ptipad¢ neni latka
obsazena v krvi, neni filtrovdna a musi tedy vznikat teprve v rendlnim parenchymu.
Ptikladem je amoniak (Sedlacek 2003).

Jednotlivé mechanismy vylu¢ovani jsou schematicky znazornény na obr. 1.

15
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Obr. 1 Schéma zikladnich typi renalni exkrece (Sedlacek 2003)
a - glomerularni filtrace, b - glomerularni filtrace a tubuldrni sekrece, ¢ - glomerularni

filtrace a tubularni reabsorpce, d - tubularni sekrece

5.1.1 Sekreéni a reabsorpéni mechanismy v tubulech ledvin
Pro léatky, které jsou sekretovany a reabsorbovany v ledvinnych tubulech,

existuje fada transportért. Mezi zakladni transportéry patii transportéry organickych
aniontli (OATs) a kationtd (OCTs). Tyto transportéry se nachdzeji na basolateralni
membrané bunék ledvinnych tubult. K dal$im pfenaSecim patii napiiklad P-
glykoproteinovd skupina a MRP pfenaseCe (MRP= multidrug-resistant associated
proteins).

V ledvinnych tubulech existuji rovnéz transportéry pro latky peptidového
charakteru. Reabsorpce dipeptidi a tripeptidii probiha peptidovymi transportéry pro
oligopeptidy (PEPT= peptide transporters) na kartdovém lemu apikdlni membrany
renalnich tubularnich bunék. U savcii byly objeveny dva typy- PEPT1 a PEPT2. Peptidy
s vy$$i molekulovou hmotnosti typu oligopeptidu a proteinti jsou v ledvinnych tubulech

pfenaseny do bunék systémem megalin/kubilin (Lysa 2008).

5.1.1.1 Transportni systém megalin/kubilin
Megalin a kubilin pfedstavuji dva velké endocytarni receptory, které jsou ve

vyznamné mife exprimovany v endocytarnim aparatu ledvinného proximalniho tubulu
(Christensen a Birn 2001). Oba receptory jsou vyznamné pro normalni reabsorpci
proteinli, coz se ukazalo u proteinurii u mysi s deficitem genu pro megalin a u pst

postradajicich funk¢ni kubilin (Verroust a Christensen 2002).
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Megalin je transmembranovy protein skladajici se zpiiblizné¢ 4 600
aminokyselin ~ svelkou  NH,-termindlni  extracelularni  doménou,  jednou
transmembranovou doménou a kratkym cytoplasmatickym koncem (obr. 2). Protein
patii do rodiny LDL-receptor (LDL= low-density lipoprotein). Kubilin je protein,
skladajici se z piiblizn¢ 3 600 aminokyselin, a na rozdil od megalinu neobsahuje
transmembranovou doménu (obr. 2). Extracelularni cast obsahuje 27 domén

(Christensen a Birn 2001).

Ligand |

Megalin 2 Cubilin
600 kDa -~ 450 kDa

Obr. 2 Schematické zobrazeni dvou endocytarnich receptori- megalinu a kubilinu

(Verroust a Christensen 2002)

Kubilin a megalin jsou tzv. multiligandové receptory, nebot’ pro tyto receptory
bylo identifikovdno mnozstvi ligandi (tab. 1). Nékteré ligandy se véazou na oba
receptory a kazdy receptor mé také své specifické ligandy (Verroust a Christensen
2002). Megalin je dulezity pro tubularni uptake a metabolismus mnoha hormonti a
proteini vazajicich vitaminy, vyznamny je také pro renalni aktivaci vitaminu D
hydroxylaci. Navic je megalin zapojen do tubularniho uptake potencialné
nefrotoxickych 1é¢iv, mezi které zahrnujeme napiiklad aminoglykosidy (Christensen a

Birn 2001).
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Tab. 1 Ligandy megalinu a kubilinu (Christensen a Birn 2001)

Megalin Kubilin

Proteiny vazajici vitaminy
Transkobalamin- vitamin B, Intrinsic faktor- vitamin B,
Vitamin D vazajici protein
Retinol vazajici protein

Apolipoproteiny
Apolipoprotein B Apolipoprotein A-I
Apolipoprotein E HDL (high-density lipoprotein)
Apolipoprotein J/ clusterin
Apolipoprotein H

Nizkomolekularni peptidy a hormony
PTH (parathormon)
Insulin

B2-mikroglobulin
Epidermalni rastovy faktor
Prolaktin
Lysozym
Cytochrom-c
a;-mikroglobulin
Transthyretin
Ostatni
Albumin Albumin
RAP (receptor-associated protein) RAP (receptor-associated protein)
Thyroglobulin Lehké fetézce imunoglobulint
Plasminogen
Laktoferrin
Ca®"
Vicesytna léciva
Aminoglykosidy
Polymyxin B
Aprotinin
Enzymy a enzymové inhibitory
PAI-1 (inhibitor aktivatoru plasminogenu)
a- amyldza

Ackoliv jsou oba receptory strukturné velmi odlisné, mohou byt funkéné
spojeny. Nejpravdépodobné&jsi je, Ze megalin dokdze navdzat i internalizovat své
ligandy, zatimco komplex kubilin-ligand potiebuje pro internalizaci megalin (Verroust a
Christensen 2002). Interakce megalin/kubilin se zda byt dilezitd pro endocytdézu a
recyklaci periferné ptipojené¢ho kubilinu. Rovnéz bylo prokazano, ze koexistence téchto
receptort je diilezitd pro normalni reabsorpci peptidii, protoze absence ¢i dysfunkce
jednoho z téchto receptorti je spojena s vyraznou tubuldrni proteinurii (Christensen a

Birn 2001).
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5.2 RADIOFARMAKA TYPU RECEPTOROVE-SPECIFICKYCH
PEPTIDU

5.2.1 Uvod

V poslednich letech je v oblasti radiofarmak vénovdna velkd pozornost
radioaktivné znacenym peptidiim. Tyto peptidy Ize s vyhodou vyuzit jak k zobrazovani,
tak k cilené terapii nékterych nadorti (Forrer a kol. 2007, Reubi a Micke 2008). Toto
vyuziti vyplyva z objevu, ze v né€kterych naddorech dochazi ke zvySené expresi receptorti
pro tyto peptidy. Receptory jsou pak potencialnimi cily pro peptidy, které po navazani
na receptor umoziuji zobrazeni naddoru nebo mohou slouzit jako nosi¢ cytotoxické latky
pro cilenou terapii nadoru.

123 M, ®™T¢) zobrazi tkand

Peptidy znaCené emitory gama zareni (
exprimujici dané receptory, jedna se o techniku radioaktivniho zobrazovani pomoci
peptidi vazajicich se na specificky receptor (peptide-receptor radionuclide imaging,
PRRI). Kromé toho peptidy znadené beta emitory (°'L, °°Y, "®*Re, '""Lu) maji potencial
eradikovat tkané exprimujici tyto receptory, jednd se o na peptidové receptory
zaméfenou radionuklidovou terapii (peptide-receptor radionuclide therapy, PRRT)
(Dijkgraaf a kol. 2007, Zwanziger a Beck-Sickinger 2008 ).

Tab. 2 Tumory a exprese receptoru pro regulacni peptidy (Reubi a kol. 2005)

Receptor Typ nadoru

SST2 Neuroendokrinni nadory (gastroenteropankreaticky nador,
paragangliom), feochromocytom, malobunéény plicni karcinom,
medularni karcinom S§titné Zzlazy, karcinom prsu, nadory ledvin,
lymfomy, gliomy, meduloblastomy

CCK2 Medularni karcinom §titné zlazy, gastrointestinalni stromalni nador,
malobunéény plicni karcinom, gastroenteropankreaticky nador,
ovarialni stromalni tumor

GRP-R Nadory prostaty a prsu, gastrointestindlni stromalni nédor,
malobunécny plicni karcinom

NTI1-R Exokrinni karcinom pankreatu, meningiom, Ewingliv sarkom

VIP-R Gastrointestinalni stromalni nador, dalsi stromalni nadory

NPY-R Karcinom prsu, ovarialni stromalni tumor, nadory nadledvin

GLP-1-R Insulinomy, gastrinomy

SST - somatostatin, CCK - cholecystokinin, GRP - gastrin-uvoliiujici peptid, NT -
neurotensin, VIP - vasoaktivni intestindlni peptid, NPY - neuropeptid Y, GLP-1 -
glukagonu podobny peptid 1

19



Prvnim peptidem, ktery byl objeven jako potencionalni latka k zobrazovani
nadoril, byl somatostatinovy analog oktreotid. Pravé somatostatin a jeho receptory jsou
v soucasné dobé nejvice prozkoumdny. Somatostatinové receptory jsou exprimovany
neuroendokrinnimi nddory a somatostatinové analogy jsou vyuzivany ke scintigrafii
pacientli s timto onemocnénim (De Jong a kol. 2009, Kwekkeboom a kol. 2010).

Dalsi peptidy jako minigastrin, glukagonu podobny peptid 1 (glukagon-like
peptide 1, GLP-1), cholecystokinin (CCK), bombesin, substance P a neurotensin
v soucasné dob¢ podléhaji mnoha klinickym studiim a dal§imu vyvoji (Dijkgraaf a kol.

2007, Nanda a kol. 2010).

5.2.2 Pouziti peptidl jako radiofarmak

Peptidy studované jako potencionédlni radiofarmaka jsou vétSinou analogy
regulacnich peptidii tvofenych v lidském téle. Regulacni peptidy jsou vysoce ucinné
molekuly, které nebyvaji obvykle vétsi nez 40 aminokyselin. Jsou syntetizovany
pfevazné v mozku a gastrointestinalnim traktu. Pro jejich malou molekulu jsou schopné
rychle penetrovat téméf vSemi tkanémi. Jejich role jako signalnich molekul vyzaduje
rychlou degradaci vkrvi pro zabranéni jejich dlouhodobé&jsiho tuc€inku. Diky
vSudypfitomnym peptiddzam jsou tyto peptidy rychle degradovany. Kvuli rychlé
degradaci a moZnosti, Ze by tyto peptidy pii pouziti k 1é€bé ¢i zobrazovani nedosahly
cilové tkan¢, jsou vétSinou modifikovany, aby se této pfiliS rychlé degradaci zabranilo
(Dijkgraaf a kol. 2007).

Analogy regulacnich peptidl by pro pouZiti jako radiofarmaka mély mit urcité
vlastnosti. Takové peptidy by mély mit v organismu dostatecnou stabilitu, vysoké
vychytavani nadorovou tkéni, nizké vychytavani ostatnimi tkdnémi a mély by byt rychle
odstraniovany z krve, preferenné pres ledviny. Kromé toho by si mél peptid i po
radioaktivnim znaceni zachovat schopnost vazat se na specificky receptor a biologickou
aktivitu (Dijkgraaf a kol. 2007).

Pouziti radioaktivné znacenych peptidovych analogh ndm nabizi oproti
monoklonalnim protildtkam a organickym analogiim pouZivanym v této oblasti n¢které
vyhody. Peptidové analogy jsou snadno syntetizovatelné na pevné fazi a lze je dobie
modifikovat tak, abychom ziskali vhodné biologické vlastnosti a afinitu k receptoru.

Pomérné rychle penetruji do cilovych tkdni a malo se vychytavaji v ostatnich tkadnich.
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Jejich vyhodou je také odolnost vii¢i nepfiznivym podminkdm pii radioaktivnim
znaceni.

Hlavnim limitujicim faktorem pouZzivani peptidi je jejich rychla enzymaticka
degradace. Pro zamezeni rychlé degradace bylo navrzeno nékolik metod. Mezi
nejpouzivanéjSi patfi nahrazeni L-aminokyselin D-aminokyselinami, nahrazeni
aminoskupiny iminoskupinou, substituce peptidovych vazeb, vlozeni neobvyklych
aminokyselin ¢i neobvykla délka fetézce, amidace nebo cyklizace. Dal§im problémem
je, ze modifikace peptidu vcetné navazéani radionuklidu mohou vést ke snizeni afinity
peptidu k receptoru (Dijkgraaf a kol. 2007). Princip plisobeni radionuklidy znacenych

peptidu je zobrazen na obr. 3.
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Radionuclide Binding/receptor signaling
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Cell membrane Lysosomal degradation
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Peptide fragments ] HistaboRc trapping

Obr. 3 Princip internalizace a vychytavani znacenych peptida (Dijkgraaf a kol.
2007)

5.2.3 Znaceni peptidd radionuklidy

Znacenim peptidii rozumime navazani radioaktivni ¢astice k peptidu. Zakladni
podminkou uspésSného znaceni je, Ze tento postup nesmi ovlivnit vaznost peptidu na
receptor. Mezi hlavni metody patii pfimé znafeni nebo znaceni pomoci chelata¢niho
¢inidla.

Ptimé znaceni, které zahrnuje vznik kovalentni vazby mezi radionuklidem a
peptidem, se u malych peptidi vyuziva jen velmi ziidka. Je to z toho diivodu, zZe pifimé

znaceni, a¢ na prvni pohled vypada jako jednoduchy a snadno proveditelny postup, ma
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také n€kolik nevyhod. Tento postup lze vyuzit pouze u peptidi obsahujicich disulfidovy
mustek, protoze vznik kovalentni vazby spociva v redukci disulfidového mustku na
volny thiol, ktery je pak schopen tvofit kovalentni vazbu s radionuklidem. Vyuziti
redukéniho agens pak mize vést k tézko kontrolovanému procesu, coz se miZe projevit
zménami struktury, stability ¢i farmakokinetickych vlastnosti molekuly.

Mnohem castéji je u malych peptidi vyuzivano znaceni pomoci chelata¢nich
¢inidel. Uzivaji se bifunkéni chelatacni ¢inidla, kterd jsou na jedné strané¢ pomoci
spojovniku (linkeru) navazéna na peptid a na druhé strané¢ se vazi sradionuklidem
koordina¢ni vazbou. Pouziti spojovniku mezi peptidem a chelatacnim ¢inidlem neni
vzdy nutné, ale jeho vyuziti nd&m umoziiuje mnohem volnéji vybrat chelatacni ¢inidlo a
radionuklid. Kazd4 slozka oznaceného peptidu pak in vivo hraje svou roli. Peptid slouZzi
jako nosi¢ radionuklidu k receptoru, bifunkéni chelatacni Cinidlo jako koordinator pro
radionuklid a radionuklid jako zdroj radiace (Khan a Beck-Sickinger 2008). Schéma

takto formulovaného peptidu je ukazano na obr. 4.

Linker

‘A‘ Peptide |

Chelator-Radionuclide
Complex

Obr. 4 Schéma cilové-specifickych radiofarmak (Khan a Beck-Sickinger 2008)

Abychom splnili zdkladni podminku uspéSného znaeni- neovlivnit vaznost
peptidu k receptoru, je velmi dulezitd volba vhodného chelataéniho Ccinidla,
radionuklidu a metody znaceni.

Pti vybéru chelata¢niho Cinidla zohlednujeme zejména povahu a oxidacni stav
iontu kovu, protoze konjugace radionuklidu a specifického chelatacniho ¢inidla je
charakterizovéana specifickou koordinaci, kterd zajistuje udrzeni radioaktivity. Vhodna
stereochemie chelatacniho ¢inidla je pak velmi dulezitd pro receptorové-specifické
ptisobeni peptidii (Khan a Beck-Sickinger 2008). K diagnostickému a terapeutickému
ucelu byla vyvinuta jiz fada chelata¢nich ¢inidel. Mezi nejpouzivané;si patii 1,4,7,10-
tetraazacyklododekan-N*‘,N ‘N N*““‘-tetraoctova kyselina (DOTA). Toto
makrocyklické chelataéni ¢inidlo zajiStuje stabilitu pro velké mnozstvi kovi. Stabilni

komplex radionuklid-chelatacni €inidlo je vyzadovan zejména pro terapeutické pouziti,
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proto je DOTA nejpouzivangjSim chelatacnim ¢inidlem pro PRRT. Nejvétsi nevyhodou
pouziti DOTA je, Ze pro vysokou ucinnost znaceni je potieba vysokych teplot, coz
muze poSkodit peptid. Dal§i casto pouzivand chelataéni cinidla  jsou
diethylentriaminpentaoctovd kyselina (DTPA), 1,4,8,11- tetraazacyklotetradekan-
1,4,8,11- tetraoctova kyselina (TETA) a 1,4,7- triazacyklonan-N,N’,N’’- trioctova
kyselina (NOTA) (Dijkgraaf a kol. 2007). Chemické struktury téchto chelatacnich

¢inidel jsou znazornény na obr. 5.

HOOCETS o e 000N HOOC COOH
I ~O(
[N : HOOC N~ AN~ _-COOH
HOOC~./ \ .. [ >—CUO0H k
COOH
DOTA DTPA

Hooc” >N N coow <N /ﬁ
C oow e
Hooc >N N{__COOH N} cooH

COOH

TETA NOTA
Obr. 5 Rizna chelatacni ¢inidla pro radioaktivni znaceni peptidi (Dijkgraaf a kol.
2007)

Volba vhodného radionuklidu je pak klicovym faktorem ve vyvoji jakéhokoliv
radiofarmaka. Diilezité faktory, které jsou zvazovany pii vybéru radionuklidu, jsou jeho
polocas, zpisob rozpadu, cena a dostupnost. Zejména polo€as rozpadu je kritickym
faktorem. Pro diagnostické zobrazovani musi byt polocCas radionuklidu dostate¢né
dlouhy, aby umoznil syntézu znacené slouceniny a usnadnil akumulaci v cilové tkani a
zarovenn umoznil oc€iSténi ostatnich tkani od tohoto nuklidu. V idedlnim ptipad¢ by
polocas m¢l byt tak dlouhy, aby bylo mozné dosdhnout obou téchto cili (Khan a Beck-
Sickinger 2008). Nejcastéji vyuzivané radionuklidy vcetné jejich zakladnich

charakteristik a zplisobu vyuziti jsou uvedeny v tab. 3.
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Tab. 3 Zakladni charakteristiky radionuklidi uZivanych pro radioaktivni znaceni

peptida (Khan a Beck-Sickinger 2008)

Radionuklid Polocas Emise zateni | Pouziti

Med-64 (**Cu) 12,7h BB,y zobrazovani i terapie
Galium-68 (**Ga) 68 min B,y spiSe zobrazovani
Indium-111 ('''In) 67,9 h Y zobrazovani
Yttrium-90 (*°Y) 64,1 h B terapie
Rhenium-188 (‘**Re) 0,7d B,y terapie
Technecium-99m (**™Tc) |6,0 h Y pouze zobrazovani
Lutecium-177 (*""Lu) 6,7d B,y pouze terapie
Samarium-153 ('**Sm) 1,9d B,y terapie

Promethium- 149 (**Pm) [2,2d B,y spiSe terapie

h = hodina, min = minuta, d = den

5.2.4 Minigastriny

Jako minigastriny oznacujeme analogy gastrinu/CCK (cholecystokininu), které
jsou urceny k cilené diagnostice €i terapii zaméfené zejména na nadory s expresi CCK-2

receptort (Dijkgraaf a kol. 2007).

5.2.4.1 Cholecystokinin a CCK receptory
Cholecystokinin (obr. 6) je peptidovy hormon, ktery byl nejprve nalezen

v gastrointestindlnim traktu a pozdé€ji bylo zjisténo, Ze je to také jeden znejvice
roz$itenych  neuropeptidic v centrdlnim  nervovém  systému. Zpocatku byl
charakterizovan jako sekvence 33 aminokyselin, ale ukéazalo se, Ze tento peptid se
vyskytuje v riznych biologicky aktivnich formach, jako je napiiklad CCK39, CCK33,
CCK8 a CCK4, a ze vSechny tyto formy pochazi ze 115-aminokyselinového
prekurzoru. Nejhojnéj$im peptidem v mozku je CCKS, jehoz sekvence aminokyselin je
Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH, (Noble a Roques 1999).

Prostfednictvim receptorit pro cholecystokinin ptisobi také dal$i endogenni
peptid — gastrin (obr. 6). Tyto peptidy sdileji stejny amidovany C-terminalni
pentapeptid, ale lisi se umisténim tyrosinového zbytku, ktery je v pozici 6 (gastrin) nebo

7 (CCK) (Wank 1998, Behr a kol. 1999).
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Obr. 6 Molekularni struktura (a) CCKS8 a (b) minigastrinu (n=0 MG11, n=5 MG0)
(Roosenburg a kol. 2010)

Dodnes byly identifikovany 3 typy CCK receptorti. CCK-1 receptor (diive
znamy jako CCK-A receptor) byl poprvé objeven v pankreatickych acinarnich buitkach
a nachazi se ptfedevsim na periferii, ale také v n¢kterych regionech mozku. U ¢lovéka je
jeho exprese v riznych orgdnech gastrointestinalniho traktu na rozdil od hlodavcii
omezena. CCK-2 receptor (diive znamy jako CCK-B receptor) byl objeven v mozku a
je lokalizovan v mozku, zaludku, slinivce a mocovém méchyti. Aktivace tohoto
receptoru v gastrointestinalnim traktu gastrinem vede ke stimulaci sekrece Zalude¢ni
kyseliny (Noble a Roques1999). Rozdil mezi CCK-1 a CCK-2 je v afinité ke gastrinu,
rizné distribuci a jejich molekularni struktufe. CCK-1 vaze sulfatovany cholecystokinin
s 500-1000krat vétsi afinitou nez nesulfatované analogy. Naopak CCK-2 receptor vaze
gastrin a cholecystokinin téméf se stejnou afinitou a nerozliSuje mezi sulfatovanym a
nesulfatovanym CCK analogem (Noble a Roques 1999). Tieti typ CCK receptort je
CCK2i4sv, jedna se o spojenou variantu CCK-2 receptoru.

Vsechny CCK receptory patii do skupiny receptorii spojenych s G-proteinem,
coZ znamend, Ze obsahuji 7 transmembranovych domén a po navazani ligandu je

aktivovana cesta druhého posla (Behé a Behr 2002) (obr. 7).
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Obr. 7 Podoba lidského CCK-2 receptoru (Foucaud a kol. 2008)

CCK-1 a CCK-2/gastrin receptory byly identifikovany v mnoha normalnich
tkanich, ale také v riznych nadorech. Skupina Reubiho identifikovala necekané
vysokou incidenci (>90%) CCK-2 receptori v meduldrnim karcinomu S§titné zlazy
(MTC), coz bylo ptekvapujici proto, ze diferencované nadory §titné Zlazy CCK-2
receptory neexprimuji (Reubi a Waser 1996). CCK-2 receptory jsou také velmi Casto
exprimovany u astrocytomui (65%) a stromélnich ovaridlnich nadort (100%). Nekolik
ostatnich typli nadord jako meningiomy, endometridlni a ovaridlni adenokarcinomy,
plicni karcinomy a gastroenteropankreatické nddory obcas exprimuji CCK-2 receptory.

Naopak CCK-1 receptory jsou u nadort exprimovany jen ziidka (Reubi a kol. 1997).

5.2.4.2 CCK a gastrinové peptidy
Po zjisténi, ze CCK receptory jsou exprimovany i nékterymi nadory, bylo

provedeno mnoho studii pro ziskani vhodnych radioliganda pro cilenou terapii nadord
exprimujicich  tyto receptory. RUzné vyzkumné skupiny syntetizovaly a
charakterizovaly razné obmény radioaktivné znacenych CCK/gastrin peptida (tab. 4).
Vsechny tyto analogy maji spole¢nou C-termindlni tetrapeptidovou sekvenci Trp-Met-
Asp-Phe-NH,. Ukézalo se, Ze pritomnost celé této termindlni skupiny je nezbytnd pro
navazani na receptor, i kdyZ methionin miize byt nahrazen leucinem nebo norleucinem
(Behr a kol. 1998, Behr a kol. 1999).

Jednou ze studii zabyvajicich se analogy gastrinu byla studie provedena Behrem

s kolektivem, ktefi se zabyvali diagnostickym a terapeutickym vyuzitim "'I-
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radiojodovaného lidského gastrinu-I1 (tab. 4). Tento synteticky heptadekapeptid ma
afinitu k CCK-2 receptoru v nizkém nanomolarnim rozmezi, zatimco afinita k CCK-1 je
nejméng o Ctyfi fady niz$i. Gastrin-I ma na N-konci pyroglutamatovou skupinu, kterd je
znama tim, Ze zajiStuje ochranu peptidu pied rychlou enzymatickou degradaci. Této
vyzkumné skupiné se podafilo demonstrovat schopnost "'I-znadeného gastrinu-I se
specificky vazat na nadory exprimujici CCK-2 receptory stejn¢ jako na CCK-2
receptory normalnich tkani. Zjistili také, Ze nahrazeni pentaglutamatové sekvence
podobné polarnim, ale nenabitym pentaglutaminem zpisobilo snizeni afinity a snizilo se
vychytavani ve tkanich exprimujicich receptory CCK-2 (Behr a kol. 1999).

Behr a kol. rok také studovali dva konjugované minigastriny s DTPA. U
druhého minigastrinu byla prvni aminokyselina leucin nahrazena D-glutamovou
kyselinou (tab. 4). Oba peptidy (minigastrin a D-Glu'-minigastrin) byly derivovany
benzylisothiokyanatem, derivatem DTPA, pro znadeni s ">'I nebo *°Y. DTPA-D-Glu'-
minigastrin vykdzal zlepSenou radiochemickou stabilitu oproti DTPA-Leu-minigastrinu
a byl proto zkouman v dalsi studii (Behé a Behr 2002). Vyhodou konjugace s DTPA
cestou isothiokyanatu je, Zze vede ke konjugéatu s péti karboxylovymi skupinami
vhodnymi ke konjugaci, zatimco DTPA-konjugaty normélné maji Ctyii. Dodatecna
karboxylova skupina mize poskytovat lepsi stabilitu pro chelataci s radionuklidy jako je
Y, o kterém je znamo, Ze tvoii spiSe nestabilni komplexy s konvenénimi DTPA-
konjugovanymi peptidy (Fichna a Janecka 2003).

Dalsi skupinou minigastrind, ktera byla zkoumana, jsou peptidy znagené *™Tc.
Byla provedena derivace minigastrinu pomoci oteviené¢ho fetézce bud piimo
(Demogastrin-1) nebo pomoci riznych spojovniki (Demogastrin-2 a 3) pro dosaZeni
stabilniho znaceni pomoci #mTe. Po injekéni aplikaci této latky mySim byl piiznivy

pomér nador-necilova tkaii zejména u ™

Tc-Demogastrinu-2 (s glycinem vlozenym
mezi chelata¢nim ¢inidlem a peptidem) (Nock a kol. 2005).

Provadéné studie se nezabyvaly pouze minigastriny, ale také analogy
cholecystokininu. Byla vyvinuta série nesulfatovanych CCKS8 analogii. Peptidy byly
pfes N-konec navazany na DTPA nebo DOTA pro zajiSténi vazby radionuklidu. Tyto
latky prokédzaly pomérné vysokou specifitu vici CCK-2 receptortiim, kterd je dana

pritomnosti nesulfatovaného tyrosinu (Reubi a kol. 1998).
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Tab. 4 Struktury analogi gastrinu a cholecystokininu (dle Behr a kol. 1999 a
Roosenburg a kol. 2010)

Délka
Peptid retézce Sekvence aminokyselin

Derivaty gastrinu

Velky gastrin 34 pGlu-Leu-Gly-Pro-GIn-Gly-Pro-Pro-His-Leu-Val-Ala-Asp-
Pro-Ser-Lys-Lys-GIn-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-
Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-PheNH,

Gastrin-1 17 pGlu-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr-Gly-
Trp-Met-Asp-PheNH,

[Leu'’]-gastrin-I 17 pGlu-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr-Gly-
Trp-Leu-Asp-PheNH,

[Glns®"*]-gastrin-I 17 pGlu-Gly-Pro-Trp-Leu-Gln-Gln-Gln-Gln-Gln-Ala-Tyr-Gly-
Trp-Met-Asp-PheNH2

Minigastrin 13 Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-
PheNH,

[D-Leul]-minigastrin 13 D-Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-
PheNH,

[Glns™*]-minigastrin 13 Leu-GIn-GIn-GIn-GlIn-GIn-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-
PheNH,

Gastrin-I fragment 11- 7 Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-PheNH,

17

Gastrin-I Fragment 1- 14 pGlu-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr-Gly-

14 Trp

Derivaty cholecystokininu (CCK)

Caerulein 10 pGlu-GIn-Asp-Tyr-Thr-Gly-Trp-Met-Asp-PheNH,

[Thr®* Nle*']-sCCK- 9 Arg-Asp-Tyr(OSO;H)-Thr-Gly-Trp-Nle-Asp-PheNH,

25-33

sCCK-8 8 Asp-Tyr(OSO;H)-Met-Gly-Trp-Met-Asp-PheNH,

nsCCK-8 8 Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp-PheNH,

[Tyr(SO;H)*"JCCK-26- 4 Asp-Tyr(OSO;H)-Met-GlyNH,

29

Peptidy charakteru gastrinu i CCK

Cionin 8 Asn-Tyr(OSO;H)-Tyr(OSO3;H)-Gly-Trp-Met-Asp-PheNH,

des-BOC-pentagastrin =~ 5 B-Ala-Trp-Met-Asp-PheNH,

CCK fragment 30-33 4 Trp-Met-Asp-PheNH,

Sekvence vazajici se na receptor je zndzornéna tucné.
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5.3 ¥"Tc-DMSA

9™ Tc-dimerkaptojantarova kyselina (obr. 9) je slou¢enina, kterd byla zavedena
jako radiofarmakum v roce 1974 (Enlander a kol. 1974) a stéle je slouc¢eninou volby pro
statickou rendlni scintigrafii. Jest¢ pfed zavedenim této slou€eniny jako radiofarmaka se
samotna 2,3-dimerkaptojantarova kyselina uzivala v davkach 1-2 g na 1écbu otrav
antimonem, olovem a rtuti. Toto vyuziti bylo efektivni a Zadné klinické nebo
laboratorni neZadouci u¢inky nebyly zaznamenany (Wang a kol. 1965).

PmTc-DMSA je i vsoutasné dob& hojn& vyuZivanou sloudeninou, kterd se
pouZiva k zobrazovani mnoha nadord. Obvykla davka *’™Tc-DMSA u lidi obsahuje
méné nez 0,5mg DMSA, takze bezpecnostni rezervy se zdaji byt velké (Enlander a kol.
1974). Navzdory rozSifenému uZzivani #mTc.DMSA neni mechanismus jejiho
vychytavani v ledvinnych bunkach stile pln€ objasnén. Bylo prokédzano, Ze tato
sloucenina je soustiedéna v proximalnich tubuldrnich buiikdch ledvin (Willis a kol.
1977). *™Tc-DMSA miiZze vstupovat do proximalnich tubularnich bungk bud’
glomerularni  filtraci a naslednou reabsorpci nebo pfimym vychytavanim
z peritubularnich kapilar. ProtoZe se tato sloucenina vysoce vaze na plazmatické
bilkoviny, je glomeruldrni filtrace nevyznamna a k vychytavani dochéazi spiSe na

peritubularni stran¢ bun¢k (Chervu a Blaufox 1982).
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Obr. 9 Chemicka struktura Tc-DMSA (Moretti a kol. 1984)
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6 EXPERIMENTALNI CAST
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Pracovni postup byl pievzat z diplomové prace Kubackova T. (2010).

6.1 MATERIAL

6.1.1 Biologicky material

Pti laboratornich pokusech bylo pouzito laboratornich potkani kmene Wistar o
hmotnosti 350-400g z chovné stanice BIOTEST s.r.0., Konarovice, CR. Zvifata byla
chovana za konvencnich podminek pfi 12ti hodinovém svételném rezimu. 12 hodin pted

pokusem byla zvifatim odejmuta potrava.

6.1.2 Chemikalie

= PMTc.DMSA = *"Tc-dimerkaptojantarova kyselina (Lacomed, Praha)

= ""N-DOTA-MGI1 = "'In-DOTA-D-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-PheNH,
(PiChem, Rakousko)

= ""In"DOTA-MG45 = ""In-DOTA-(dGIn)e-Ala-Tyr-Gly-Trp-Nle-Asp-PheNH,
(PiChem, Rakousko)

= ""IN-DOTA-MG46 = '""In-DOTA-dGIn-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-PheNH,

(PiChem, Rakousko)
* Albumin bovinni (Sigma-Aldrich, SRN)

6.1.3 Pouzité pristroje
» Centrifuga 3K30H, Sigma (Laborentrifugen GmbH, Osterode, Némecko)
= Laboratorni tfepacka KS-15 Control, Buhler, s inkuba¢nim néastavcem TH 15
(Johanna Otto GmbH, Hechingen, Némecko)
=  Gama- spektrometr 1480 Wizard™3"" (Wallac, Turku, Finsko)
= Svételny mikroskop (Meopta, CR)
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6.2 METODIKA

6.2.1 Preparace ledvin a izolace a separace ledvinnych bunék

Preparace, izolace a separace bunck z ledvin byly provadény spolupracovniky.
Priméarni ledvinné bunky potkana byly pfipravovany dvoufdzovou kolagenazovou

perfuzni metodou (Jones a kol. 1979).

6.2.2 Stanoveni zivotnosti bunék

Stanoveni poctu zivych bunék a zivotnosti preparatu bylo provadéno

spolupracovniky v Biirkerové komiirce po obarveni trypanovou modfi.

6.2.3 Znaceni testovanych latek radionuklidy

Znaceni testovanych latek radionuklidy bylo provadéno spolupracovniky.

6.2.4 Akumulacni bunécné studie

Suspenze ziskanych bunck byla doplnéna Krebs-Henseleitovym roztokem
s glukdzou na objem, pii kterém byla koncentrace 2.10° bungk na 1 ml. Buiiky byly
dispergovany a pipetovany po 1ml do inkubac¢nich zkumavek a ponechiny 5 minut
v inkubatoru temperovaném na 37°C pii rychlosti kmitani 250 kmitd/min. Pfi
inkubacich za nizké teploty byly zkumavky se stojankem umistény v krabicce s ledovou
tiisti o teploté 2-4°C. Poté bylo ke vzorku pifidano urené mnozstvi zkoumané latky
znacen¢ radioaktivnim izotopem a vzorky byly inkubovany urcenou dobu pfi teploté
37°C nebo 2-4°C.

Jako zédkladni objem zkoumané latky bylo urceno 10ul, pii experimentech
studujicich zavislost akumulace latky na podané davce byly ke vzorku piidavany
vybrané¢ objemy zkoumané latky. Zakladni inkubacni interval byl 30 min.
V experimentech studujicich dynamiku akumulace v zavislosti na ¢ase byly vzorky
inkubovany ve vybranych ¢asovych intervalech.

Po skonceni inkubace byly vzdy ke vzorkim pfidany 4 ml Krebs- Henseleitova
roztoku bez albuminu a glukézy o teploté 4 °C. Po nasledné centrifugaci (1 min, 80g, 4
°C) bylo odebrano 0,5 ml media na méfeni do ptipravené scintilaéni lahvicky a pfidalo

se knému 10 ml destilované vody. Zbytek media v inkubaéni zkumavce byl odsan a
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buiiky byly dispergovany v dalSich 4ml Krebs- Henseleitova roztoku, nasledovala
centrifugace a promyti se pak jesté dvakrat zopakovalo.

Po posledni, tedy ¢tvrté centrifugaci (3 min, 80g, 4 °C), a odsati media bylo
k bunkkam pfidano postupné 2, 3 a 4 ml fyziologického roztoku, ¢imZ byly buiky
kvantitativné preneseny do meéfici lahvicky. Lahvicky byly poté uzavieny a na gama-
spektrometru byla zmétena jejich radioaktivita.

Vlozené davky radioaktivity (standardy) byly pfipravovany v triplikatech a
jejich radioaktivita byla méfena stejnym zplisobem jako u vzorki na gama-
spektrometru.

V akumulaénich studiich byl zkouméan uptake '''In-DOTA-MG11 v ledvinnych
bunkach potkana v zavislosti na teploté, pfidavano bylo 10 ul peptidu v koncentraci 2
ug/ml. Dale byl sledovan uptake '''In-DOTA-MGI11 v ledvinnych buiikach
v pfitomnosti albuminu, ligandu transportniho syst¢ému megalin/kubilin. Vzorky byly
rozdéleny do tfi skupin, k prvni skupiné bylo pfidano misto albuminu 100 ul pufru
s glukézou, ke druhé skupiné 10 pl albuminu (o koncentraci 280 mg/ml) a 90 pul pufru
s glukézou, ke tfeti skupiné bunék bylo ptfidano 100 pl albuminu (konc. 280 mg/ml).
Nakonec bylo ke viem vzorkiim pfidano 10 pl '''In-DOTA-MG11 o koncentraci 2
ug/ml a vzorky byly inkubovany 30 min. pti 37 °C. Z dalsich analogli minigastrinu byl
zkouman uptake '''In-DOTA-MG45 v ledvinnych buiikach potkana a to v zavislosti na
teploté, podané davce 1 v zavislosti na Case. Uptake v zavislosti na teploté byl sledovan
také u '''In-DOTA-MG46.

Pro kvantitativni srovnani miry akumulace téchto analogi minigastrinu byl
stanoven také uptake **™Tc-DMSA, latky, kterd se vyrazné kumuluje v ledvinnych

buiikach. Do inkubaéni smési bylo ptidavano 10 pl latky o koncentraci 0,24 mg/ml.

6.2.5 Vyjadiovani vysledku a statistické hodnoceni

Radioaktivita bunécné frakce (cpm) byla vztaZzena na 1.10° bunck a vyjadiena
jako procenta vlozené davky radioaktivity. Vlozend davka radioaktivity byla zjistovana
méfenim radioaktivity tripletu standardii, vzorkd obsahujicich stejné mnoZzstvi
radiopeptidu jako bylo vloZeno do experimentalnich vzorkl. Z téchto hodnot pak bylo
vypocitano 1% vlozené davky.

Z jednotlivych experimentalnich udaji byl vypocitan aritmeticky primér a

smérodatnd odchylka priméru. Ziskané vysledky byly hodnoceny s pouzitim programu
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GraphPad Prism 5.02 s pomoci neparového t-testu. Signifikance byla sledovdna na

hladin€ vyznamnosti P < 0,05.
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6.3 VYSLEDKY

6.3.1 Akumulace '"In-DOTA-MG11 v ledvinnych buiikach

potkana

"n-DOTA-MG11 v zavislosti na teploté zobrazuje tab. 5 a

Relativni uptake
obr. 10. Snizeni uptake pi1 nizsi inkubacni teploté bylo pfi srovnani s uptake pii 37 °C
statisticky vyznamné (P < 0,05). Vysledky druhého pokusu, kdy do vzorka byl kromé
peptidu piidavan albumin (ALB) nebo pufr s glukdézou (inkubace 30 min pii 37 °C),
zobrazuje tab. 6 a obr. 11. Vliv albuminu na akumulaci nebyl signifikantni. Zavére¢né

vysledky jsou primé&mé hodnoty akumulace '''In-DOTA-MG11 pii dané teploté a za

daného mnozstvi pfidaného albuminu.

Tab. 5 Hodnoty akumulace '''In-DOTA-MG11 v ledvinnych buiikich potkana v
zavislosti na teploté

Radioaktivita Primérny | Relativni
Teplota 1% vlozené Uptake Uptake
bunécéné frakce ) o 6 6 uptake uptake
(°C) davky (aktivita/10°bb) | (%D/10°bb) 6
(cpm) (%D/10°bb) (%)
882,0 441 0,059
1166,0 583 0,078
37 1386,0 7435,6 693 0,093 |0,087+0,021 | 100,00
1542,0 771 0,104
1076,0 538 0,072
1746,0 873 0,117
1046,0 523 0,070
843,0 422 0,057
04 505,0 7435,6 253 0,034 |0,050+0,014 | 57,47
515,0 258 0,035
794,0 397 0,053
802,0 401 0,054
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Tab. 6 Hodnoty akumulace ""[n-DOTA-MG11 v ledvinnych bunikiach potkana
v zavislosti na mnoZstvi pridaného albuminu

MnoZstvi | Radioaktivita 1% Prdmérny Relativni
Uptake Uptake
ALB a pufr bunécéné viozené o 6 6 uptake uptake
] (aktivita/10°bb) | (%D/10°bb) 6
s Glu (ul) | frakce (cpm) davky (%D/10°bb) (%)
744,0| 73486 372 0,051 | 0,047+0,006 | 100,00
Oul ALB, 740,0 370 0,050
100pl pufr 570,0 285 0,039
598,0 349 0,047
720,0| 7348,6 360 0,049 | 0,047+0,005 | 100,00
10ul ALB, 780,0 390 0,053
90ul pufr 625,0 313 0,043
622,0 311 0,042
100ul 739,0| 7348,6 370 0,050 | 0,043+0,007 91,48
ALB, Opl 600,0 300 0,041
pufr 542,0 271 0,037

36




Relativni uptake (%

N
o
o
()

100,00 -

<o 80,00 -

60,00 -

40,00 -

0,00 -

37°C

24°C
Teplota

Obr. 10 Relativni uptake ''In-DOTA-MG11 v ledvinnych buiikich potkana

v zavislosti na teploté

0,060

0,050

)

e (%D/10%b

U

0,040 -
0,030 -
<0020 |
Q

0,010

0,000

OulALB

10ul ALB 100ul ALB

Mnozstvi albuminu
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6.3.2 Akumulace ""'In-DOTA-MG45 v ledvinnych burkach
potkana

V nésledujicich tabulkdch a grafech jsou zndzornény vysledky méfeni
akumulace '''In-DOTA-MG45 v ledvinnych buiikich potkana. Dvakrat byla méfena
zavislost akumulace '''In-DOTA-MG45 na teploté (tab. 7 a obr. 12, tab. 8 a obr. 13).
statisticky vyznamné (P < 0,05) ani vjednom zobou experimentii. Vysledky
experimentu sledujiciho dynamiku akumulace peptidu v zavislosti na ¢ase ukazuje tab.
9 a obr. 14., tab. 10 a obr. 15 ukazuji zavislost akumulace '''In-DOTA-MG45
v ledvinnych buinikdch potkana v zavislosti na mnozstvi pfidaného peptidu. U
posledniho z experimentti byly hodnoty vlozené davky radioaktivity méfeny v tripletu

pro 20ul a 100pl, pro ostatni vlozené davky byly hodnoty vypocteny.

Tab. 7 Hodnoty akumulace '"'In-DOTA-MG45 v ledvinnych buiikich potkana v

zavislosti na teploté (experiment 1)

Radioaktivita Priimérny | Relativni
Teplota 1% vloZzené Uptake Uptake
buné&éné frakce o 6 6 uptake uptake
(°C) davky (aktivita/10°bb) | (%D/10°bb) 6
(cpm) (%D/10°bb) (%)
4446,0 2223 0,27
3763,0 1882 0,23
37 2040,3 8095,1 1020 0,13 | 0,19+0,07 | 100,00
1634,9 817 0,10
3333,0 1667 0,21
2262,0 1131 0,14
2319,0 1160 0,14
2-4 1647,0 8095,1 824 0,10 | 0,15+0,04 79,08
2536,0 1268 0,16
3270,0 1635 0,20

38



Tab. 8 Hodnoty akumulace '''In-DOTA-MG45 v ledvinnych buiikiach potkana

v zavislosti na teploté (experiment 2)

Radioaktivita Pramérny ,
Teplota 1% vloZené Uptake Uptake Relativni
bunééné o 6 6 uptake
(°C) davky (aktivita/10°bb) | (%D/10°bb) 6 uptake (%)
frakce (cpm) (%D/10°bb)
2425,5 1213 0,15
2505,4 1253 0,16
37 1504,3 7902,2 752 0,10 | 0,14+0,02 100,00
2178,3 108 0,14
2120,2 1060 0,13
1280,1 640 0,08
2842,6 1221 0,18
2-4 706,9 7902,2 353 0,04 | 0,09+0,05 66,63
895,2 448 0,06
1427,0 714 0,09

Tab. 9 Hodnoty akumulace '"'In-DOTA-MG45 v ledvinnych buiikich potkana

v zavislosti na délce inkubace

Doba | Radioaktivita Priimérny Primérny
. 1% vlozené Uptake Uptake
inkubace | bunécné ] o 6 uptake 6 uptake
. davky (aktivita/10°bb) o 6 (%D/10°bb) 6
(min) | frakce (cpm) (aktivita/10°bb) (%D/10°bb)
1895,1 948 0,11
0 2131,9| 8351,0 1066 9161168 0,13| 0,11+0,02
1468,6 734 0,09
3543,3 1772 0,21
2 8351,0 12331762 0,15+0,09
1386,8 693 0,08
7186,3 3593 0,43
10 2910,5| 8351,0 1455 | 216911234 0,17 | 0,26x0,15
2916,0 1458 0,17
4977,0 2488 0,30
30 3996,8| 8351,0 1998 | 36862510 0,24 | 0,44+0,30
13140,0 6570 0,79
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Tab. 10 Hodnoty akumulace '''In-DOTA-MG45 v ledvinnych buiikich potkana

v zavislosti na pridaném mnoZstvi peptidu

Mnozstvi | Radioaktivita bunécné 1% vlozené Uptake Priimérny uptake
peptidu (ul) frakce (cpm) davky (aktivita/106 bb) (aktivi’(a/106 bb)
127,4 64
4 93,3 21451 47 4716
62,2 31
559,8 280
20 696,0 10725,7 348 284162
450,2 225
2721,6 1361
100 2247.4 40273,0 1124 12424119
2485,5 1243
33056, 1 16528
500 31020,4 201364,9 15510 15517+1008
29022,5 14511
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6.3.3 Akumulace

potkana

"In-DOTA-MG46

v ledvinnych

bunkach

Relativni uptake '''In-DOTA-MG46 v ledvinnych buiikach potkana v zavislosti

na teploté znazorniuje tab. 11 a obr. 16. Pfi nizké inkubacni teploté doslo ke statisticky

vyznamnému sniZzeni uptake v ledvinnych bunkach ve srovnani s inkubaci pti 37 °C (P

<0,05).

Tab. 11 Hodnoty akumulace ""In-DOTA-MG46 v ledvinnych buiikiach potkana

v zavislosti na teploté

Radioaktivita 1% Pramérny _
Teplota Uptake Uptake Relativni
bunécné frakce | vlozené o 6 6 uptake
(°C) ) (aktivita/10°bb) | (%D/10°bb) 6 uptake (%)
(cpm) davky (%D/10°bb)
660,3 330 0,039
705,9 353 0,042
. B178| gy367 409 0.048 | 04440,003| 100,00
765,8 383 0,045
751,4 376 0,045
777,0 389 0,046
338,4 169 0,020
349,8 175 0,021
2-4 502,0 8436,7 251 0,030 0,025+0,004 56,81
4422 221 0,026
395,7 198 0,023
460,8 230 0,027

43




1000 -
900 |
e 800
2 100
T 600
Q
3500
S0
T 30,0
)
o 200
100
00

31°C 24:C
Teplota

Obr. 16 Relativni uptake '"'In-DOTA-MG46 v ledvinnych buiikich potkana
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6.3.4 Akumulace *™Tc-DMSA v ledvinnych buiikach potkana

Nasledujici tabulky a grafy zobrazuji vysledky méfeni akumulace **™Tc-DMSA
v ledvinnych buiikach potkana v zavislosti na teploté (tab. 12, obr. 17) a na Case (tab.

13, obr. 18). Zmény akumulace pii nizké inkubacni teploté nebyly signifikantni.

Tab. 12 Hodnoty akumulace *™Tc-DMSA v ledvinnych buiikich potkana

v zavislosti na teploté

Radioaktivita Priimérny Relativni
Teplota 1% vloZené | Uptake Uptake
bunééné ] o 6 6 uptake uptake
(°C) davky (aktivita/10°bb) | (%D/10°bb) 5
frakce (cpm) (%D/10°bb) | (%)
48628,0 24314 2,90
39693,4 19847 2,37
37 43635,5 8388,5 21818 2,60 2,68+0,20 100,00
46072,0 23036 2,75
43680,9 21840 2,60
48342,3 24171 2,88
53812,7 26906 3,21
47613,7 23807 2,84
2-4 53350,9 8388,5 |26675 3,18 3,0810,27 114,90
45452,8 22726 2,71
58229,1 29115 3,47
51348,5 25674 3,06
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Tab. 13 Hodnoty akumulace “™Tc-DMSA v ledvinnych buiikich potkana

v zavislosti na ¢ase

Doba | Radioaktivita Primérny Prdmérny
. 1% vloZzené Uptake Uptake
inkubace | bunécné o 6 uptake 6 uptake
davky (aktivita/10°bb) 6 (%D/10°bb) 6
(min) | frakce (cpm) (aktivita/10°bb) (%D/10°bb)
19472,8 9736 1,36
0 15345,2| 71453 7673 | 8930+1103 1,07 | 1,25+0,15
18759,3 9380 1,31
18371,0 9186 1,29
2 71453 8955+326 1,2540,05
17449,9 8725 1,22
19474,9 9737 1,36
10 22385,1 71453 11193 | 10863+1002 1,57 | 1,52+0,14
23317,9 11659 1,63
31641,9 15821 2,21
30 29695,4 | 71453 14848 | 147451131 2,08| 2,06+0,16
27132,5 13566 1,90
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6.3.5 Porovnani akumulace zkoumanych latek

Nasledujici obrazek (obr. 19) ukazuje vzajemné porovnani akumulace '''In-
DOTA-MG11, ""'In-DOTA-MG45 a '"'In-DOTA-MG46 a také s **"Tc-DMSA, co je
latka, u které je znama jeji vysokd akumulace v ledvinnych bunkéach. Statistické
hodnoceni ukazalo, 7¢ akumulace '''In-DOTA-MG45 v ledvinnych buiikach potkana
byla signifikantng vy$8i neZ u obou daldich '''In-minigastrind a akumulace '''In-
DOTA-MGI11 byla signifikantng vy$§i nez v piipadé '''In-DOTA-MG46. Mira
akumulace *™Tc-DMSA byla ve srovnani sakumulaci vsech tfi minigastrind

signifikantné vyssi.

o
[S2]
o

——

Uptake (%D/10°bb.)

0,00 e
111In-DOTA-MG11 111n-DOTA-MG45 ~ 111In-DOTA-MG46 99mTc-DMSA

Obr. 19 Porovniani akumulace zkoumanych minigastrini s "Tc-DMSA

(inkubacéni teplota 37 °C)
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7 DISKUZE
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Studium ledvinného transportu 1é€iv bylo provadéno s izolovanymi ledvinnymi
bunkami potkana, které byly ziskavany dvoustupnovou perfuzni kolagenazovou
metodou. Jedna se o metodu, pii které dochazi k postupnému rozvoliiovani spoji mezi
bunikami ve vypreparovanych ledvindch pomoci perfize roztokem, ktery obsahuje
enzym kolagenazu (Jones a kol. 1979). Dal§imi upravami pak byla ziskana suspenze
primarnich ledvinnych bunék potkana. Takto ziskané bunky si zachovavaji funkcni
membranové transportéry, avSak maji jen omezenou Zzivotnost, coz znemoznuje delsi
mnohahodinové pokusy. Zivotnost ziskanych bunék byla zjistovana poéitanim bunék
v Biirkerové komurce po ptidani trypanové modii. Tato metoda vychazi z predpokladu,
ze 7ivé a nepoSkozené bunky maji funkéni membranu, ktera zabranuje priniku
trypanové modii do intracelularniho prostoru. PoSkozené buiiky tuto schopnost nemaji a
barvivo pronikd do jejich intracelularniho prostoru, kde se vaze na bunétné proteiny.
Zivotnost bundk (viabilita) se uréi mikroskopickym porovnanim poétu zbarvenych a
nezbarvenych bunék. V naSem piipad¢ se Zivotnost bun¢k pohybovala okolo 90%.

Na modelu izolované ledvinné buiiky byla vzdjemné porovnavana akumulace
""n-DOTA-MG11, '""In-DOTA-MG45 a '''In-DOTA-MG46. Kromé& toho jsme
porovnavali je§td akumulaci minigastring vaci " Tc-DMSA, coZ je latka, o které je
znamo, ze se hojn¢ akumuluje v ledvinnych bunkéach (Willis a kol. 1977, Chervu a
Blaufox 1982). Vysledky studia akumulace "n-DOTA-MG11 ukazaly, ze tento peptid
se vizolovanych primarnich ledvinnych bunikdch potkana akumuluje, ale hodnoty
uptake jsou v porovnani s *"Tc-DMSA velmi nizké. Akumulace '''In-DOTA-MG11 se
pfi inkubaci 30 min pii 37°C pohybovala okolo 0,09% D/10° bun&k, coZ je oproti
uptake " Tc-DMSA, ktery &ini 2,68% D/10° bunék, mnohonasobné nizsi. K podobnym
vysledkiim dospéla ve své praci Kubagkova (2010) u niz se uptake '''In-DOTA-MG11
pohyboval v rozmezi od 0,08% do 0,39% D/10° bun&k. Rozptyl t&chto hodnot autorka
pfisuzuje interindividudlnim rozdilim mezi prepardty zriznych zvifat a pomérné
nizkym hodnotdm radioaktivity pouzitych peptidi, coz mohlo vyustit ve vétsi
experimentalni chybu (Kubackova 2010). Pii srovnani akumulace '''In-DOTA-MG11
s ostatnimi minigastriny je patrné, Ze i ostatni minigastriny vykazuji pomérné nizkou
akumulaci v ledvinnych buiikich. Nejvy3sim uptake v této skuping se vyznacuje '''In-
DOTA-MG45 50,14% D/10° bungk, nasleduje '''In-DOTA-MG11 a nejniz§i uptake
vykazuje ' 'In-DOTA-MG46 s 0,04% D/10° bungk.

Diky zachovani funk¢nosti membranovych transportéri nam model izolovanych

ledvinnych bun¢k umoziuje studovat, do jaké miry se pii akumulaci peptida uplatiiuje
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aktivni a pasivni transport. Toho docilime porovnadnim akumulace v buiikkach pii
inkuba¢ni teploté 37°C, kdy se mize uplatiiovat aktivni transport, a pii 2-4°C, kdy je
aktivni transport zavisly na energii inhibovan.

Vysledky u minigastrinti ukazuji na to, ze aktivni transport se na akumulaci
minigastrini v ledvinnych buiikdch miize ¢astecné podilet, piestoze nejvetsi merou se
uplatituje pasivni transport. U "n-DOTA-MG45 doslo pti inkubaci za nizké teploty k
snizeni uptake o 21-43%. K podobnému sniZeni uptake pii inkubaci za nizké teploty
doslo u ""'In-DOTA-MG46 a '"'In-DOTA-MGI11. U téchto dvou radiopeptidii byl
uptake pii 2-4 °C 0 43% a 42,5% niz8i nez pii teploté 37 °C.

U ""In-DOTA-MG11 bylo sledovéno, zda se pfi transportu peptidu do bungk
uplatiuje transportni systém megalin/kubilin a to pfiddnim albuminu, coz je ligand
tohoto transportniho systému. Mélo by dochéazet ke kompetici albuminu a minigastrinu
o tento pienaseC, coZ by se mélo projevit snizenim uptake radiopeptidu. Pfidani 10 pl
albuminu nemélo na uptake '''In-DOTA-MG11 Z4dny vliv, uptake byl naprosto stejny
jako u vzorku, kam byl misto albuminu ptidan pufr s glukdézou. Jen velmi malé snizeni
nastalo pfi piidani 100 pl albuminu. Tyto témét shodné hodnoty uptake ukazuji na to, ze
transportni  systém megalin/kubilin se pravdépodobné¢ vyznamné nelcastni
transmembranového prenosu minigastrinu do ledvinnych bunék.

Vysledky publikaci zabyvajicich se ptibuznou skupinou radiopeptidi -
radioaktivng znaGenymi analogy somatostatinu jako jsou napf. '''In-DOTA-TATE a
""In-DOTA-NOC ukazuji na podobnou & nizsi kumulaci '''In-minigastring v
potkanich ledvinnych buiikkdch ve srovnani s indiem-111 znacenymi analogy
somatostatinu. Pomérné vysoky uptake vykazuje derivat ' 'In-DOTA-NOC, u kterého je
tento vyS$i prunik do ledvinnych bunék vysvétlovan skuteCnosti, Ze tento peptid
obsahuje ve své struktufe naftyl, ma tudiz vétsi lipofilitu a snadnéji prochazi pres
bunééné membrany pasivnim transportem (Kubackovd 2010, Trejtnar a kol. 2008).
Nami studované minigastriny tento ani jiny vysoce lipofilni substituent neobsahuji, coz
piispiva k jejich nizkému influxu do bunék.

Pokus provedeny s ™

Tc-DMSA ukazuje, ze u této slouceniny se s nejvetsi
pravdépodobnosti na vstupu latky do bunék podileji v nejvétsi mife pasivni
mechanismy. Uptake " Tc-DMSA pii 2-4°C ¢&inil 3,08%, coz je vice neZ pii 37°C, kdy
byl uptake 2,68%. Tato vyssi hodnota pti 2-4°C nez pti 37°C mohla byt pravdépodobné

zpusobena urcitou experimentalni chybou. Vyznam pasivniho transportu na vstupu
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#"Tc-DMSA do ledvinnych bundk potvrzuji i publikované vysledky zabyvajici se

akumulaci této latky v ledvinnych bunikach (Novy a kol. 2011).
S vyuzitim modelu izolovanych ledvinnych bun¢k jsme dale pozorovali zavislost

111

akumulace = 'In-DOTA-MGH45 na délce inkubace. Z kiivky je patrné rostouci tendence.

Stejny pokus s *°™

Tc-DMSA rovnéz vykazuje rostouci charakter kiivky. Dalsi pokus, ve
kterém byla studovana zavislost akumulace '''In-DOTA-MG45 na podané davce,
vykazuje rostouci tendenci kiivkyaz s exponencidlnim nardstem pii nejvyssi
koncentraci peptidu. Tento nalez vSak muiize byt uritym artefaktem, protoze pii velmi
vysoké koncentraci radiopeptidu v inkubacni smési muze byt promyti bunék
nedokonalé a i ve velmi malém mnozstvi média, ktery zbyva mezi builkami po
centrifugaci, mize byt relativné vysoky zbytek radioaktivity média.

r I . o 99
Porovnani akumulace minigastrinti s =

Tc-DMSA, latkou, kterd je ve vysokém
procentu vychytavana v ledvinnych bunkéch, ukazuje, Ze piestoze se minigastriny
vyznacuji uréitou mirou akumulace v ledvinnych buiikach, je tento uptake jen velmi

#MTc-DMSA je mnohonasobné nizsi. Vysledky rovnéz ukazuji, ze

nizky, ve srovnani s
na transportu minigastrinli do bun€k se sice v nejvetsi mife podili pasivni transport,
avSak urcity prispévek aktivnich transportnich mechanismt muize byt u nékterych

derivati téz vyznamny.
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Za vyuziti izolovanych ledvinnych bunék potkana byla studovana akumulace

"n-DOTA-MG11, '""In-DOTA-MG45 a '"In-DOTA-MG46 a vysledky byly

porovnavany s hodnotami akumulace **"Tc-DMSA. Ze ziskanych vysledki jsme dosli

k témto zavérum:

1)

2)

3)

4)

5)

Studované minigastriny se kumuluji v ledvinnych bunkach potkana v rizné
mite. Nejvyssi uptake vykazuje '''In-DOTA-MG45, nasleduje '''In-DOTA-

MG11 a nejniz3i uptake byl pozorovan u '''In-DOTA-MG46.

99 11
s M I

V  porovnani Tc-DMSA je kumulace vSech studovanych n-
minigastrind v ledvinnych buiikdch mnohondsobn¢ nizsi.

Na vstupu minigastrini do ledvinnych bunék se v nejvétsi mife podili
pasivni transportni mechanismy, avSak alespoii u nékterych latek z této
skupiny pravdépodobné vyznamné pfispivaji 1 aktivni transportni
mechanismy.

Nebyla dokazana G&ast endocytarniho systému megalinu na vstupu ''In-
minigastrint do ledvinnych bunék potkana.

Porovnatelna publikovand data o ledvinné kumulaci piibuzné skupiny
radiopeptidi ze skupiny indiem-111 znacenych derivati somatostatinu
ukazuji, ze kumulace minigastrini v ledvinnych bunikkach potkana je

srovnatelna nebo niz$i.
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