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1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK



a-MG - a-metylglukdza

BBM — karta&ovy lem apikalni membrany (bsh_torder nembrane)
BLM — bazolateralni membrana

CNS - centralni nervovy systém

DOTA -1, 4, 7, 10-tetraazacyklododekan-N, N, N”-tetraoctova kyselina
DTPA — diethylentriaminpentaoctova kyselina

GIT — gastrointestinalni trakt

K-H — Krebs-Henseleitv roztok

LDL - lipoproteiny o nizké hustdtlow density ipoproteins)

LET — lineérni energeticky transfemgar_aergy tansfer)

MRP — multidrug resistance protein

OA — organické anionty

OAT - transportéry pro organické aniony

OC - organické kationty

OCT - transportéry pro organické kationty

Pgp — P-glykoprotein

ppMB — pfimérny paiet mrtvych busk

ppZB — paimérny paset Zivych buik

PRRT - radionuklidova terapie zaloZzena na peptidovyeceptorech _@ptide _eceptor

radionuclide herapy)
SRI — zobrazovani somatostatinovych receép(ssmatostatin @éceptor-mediatedriaging)
TOC — Tyr-oktreotid

TOCA — Tyr-oktreotat



2 UVOD A CiL PRACE



V diagnostice a terapii ékterych nadat rezistentnich ke klasické dé se rozvijeji nové
piistupy, které vyuZzivajiaznych receptoray specifickych peptidl zna&enych vhodnymi
radionuklidy. Mezi nejasgjSi zkoumané radiopeptidy @atanalogy somatostatinu. Tyto
peptidy se mohou vazat na specifické somatostadimegeptory vyskytujici se ve zvysSené
mife u rékterych tym neuroendokrinnich nador(endokrinni nadory pankreatu, nadory
hypofyzy, gastrinomy aj.). Peptidy mohou byt #eay gama - z&i (*°"Tc, *in, ¥4 a dalsi)
pro pouziti v radiodiagnostice pro zobrazeni vygdin nddot nebo jsou znseny
radionuklidy emitujicimi z&eni beta (nap °°Y), které jsou vhodné pro specifickou destrukci
nadoroveé tk&kh Mezi hlavni negativatthto peptid pii pouZziti v terapii je jejich radiotoxicky
acinek, ktery nastava jako nasledek po akumulacdvitené tkani. Festoze existuji metody
pro cast&né snizeni ledvinné akumulace, neni zatim moznéammbnezadouci retenci
v ledvindch. Pro dalSi vyvoj této skupiny radiofakrje tedy dlezité poznani mechanism

transportu a akumulacéchto latek v ledvinach.

V této diplomové praci byla studovana akumulace ragich radioizotopy zrmanych
receptoro¥ specifickych analag somatostatinu. Ke studiu bylo vyuzito experimenitéd
modelu zaloZzeném néerstw izolovanych ledvinnych hikéach, které byly fipravovany

v ¢ase patby @gimo zcerstvé tkdd. Bylo provedeno srovnani akumulace vybranych
modelovych latek, u kterych jsou ledvinné transpiormechanizmy ddle popsany,
s akumulanimi parametry dvou vybranych radiopeftid*in-DOTA-oktreotatu a**3-
DOTA-oktreotatu. Byly zkoumany i ligandy megalinBilinového endocytarniho
transportéru jako specifické inhibitory ledvinnyechembranovych transportnich systém
s cilem najit takové latky, které by potenciogainohly snizovat miru akumulace a retence
studovanych radiopeptid v ledvinnych biikach a tim i radiotoxikologické poSkozeni

ledvinné tkan.



3 TEORETICKA CAST



3.1 RADIOAKTIVNE ZNACENE ANALOGY SOMATOSTATINU V NUKLEARNI
MEDICINE

Receptorov specifické peptidy ze skupiny analogsomatostatinu ziané vhodnymi

radionuklidy Ize pouZzit k diagnostice ¢l# nekterych neuroendokrinnich nador

Technika zobrazovani peptidového receptoru radiaaktznaienymi peptidy je citliva a
specifickd metoda, ktera umafe in vivo znazoréni receptot pritomnych v fiznych
nadorech. Touto technikou mohou byt znaZoynprimarni nadory a metastazy obsahujici
dané receptory. Jakmile bylo zobrazovani peptidovgeceptol pro vizualizaci naddr
zavedeno, tak dalSim logickym krokem bylo &va €chto peptid radionuklidy emitujicio-

¢i PB-castice, ¥etrg Augerovych ¢i konverznich elektroln a vyuziti €chto peptid v
radionuklidové terapii zaloZzené na peptidovych peamech (peptide receptor radionuclide
therapy, PRRT) (Kwekkeboom a kol. 2000).

Somatostatin-14 (somatostatin) a jeho analogy jpom zobrazovani somatostatinovych
receptoéi (somatostatin receptor-mediated imaging, SRI) & PRe vSech peptiduzivany
negastji. Stale se diskutuje o novych analozich, che&by radionuklidech a jejich

kombinacich. Také jsou zvaZzovany nedostatky a beidothledy v jejich vyuZziti.

3.1.1 Somatostatin a jeho analogy

Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys
|

Obr. 1. Struktura somatostatinu

Somatostatin je cyklicky disulfid ze skupiny peptiich hormoi skladajici se ze 14
aminokyselin (obr. 1). Jefjpomny v celém centralnim nervovém systému (CN&tré
hypotalamu, mozkovétky a mozkového kmene, a také v gastrointestinatmaktu (GIT),

nag. v pankreatu. Somatostatinové receptory byly ifikavany nejen v CNS a GIT, ale
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také na mnoha hikach neuroendokrinnihotupodu. Nicmég i jiné nez neuroendokrinni
buiky, nag. lymfocyty, maji tyto receptory také. V CNS fungujsomatostatin jako
neurotransmiter. Inhibuje uv@vani fistového hormonu, inzulinu, glukagonu a gastrinu.
Hlavni inhibini efekt somatostatinu na hormonalni sekréznych zlaz pak vedl k moznym
pros@gsnym &inkim somatostatinu iplé¢bé nemoci zaloZzenych na hyperfunkci Zléiz
nadprodukci hormainendokring aktivnich tumoit. Nicmérg sam somatostatin se ukazal byt
pro tuto terapii nevhodny, protoZze po intravendzaplikaci ma vzhledem Kk rychlé
enzymatické degradaci plazmaticky p@e kolem 3 min. Na zatku osmdesatych let
dvacatého stoleti byly vyvinuty analogy somatostatkteré byly vice odolné k biodegradaci
nez samotny somatostatin. Molekula somatostatina tiiynymi zpisoby modifikovana
zachovani #tSiny biologickeé aktivity gvodni molekuly. Zavedeni D-aminokyselin a zkraceni
molekuly na ustdni bioaktivni sekvenci vedlo k somatostatinovymalagim, které obsahuji
osm aminokyselin - oktreotid (Sandostatin #ve znamy jako SMS 201-995) (obr. 2),
lanreotid (BIM23014) (obr. 3) a RC-160 (vapreofidbr. 4).

S S
H,N - DPhe—Cys—Phe—DTrp—Lys—ThFJCJ(s—Thr—CH20H

Obr. 2. Struktura oktreotidu

B-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,

B-Nal=beta-naphtyl

Obr. 3. Struktura lanreotidu

i 1
D-Phe- Cys- Phe-D-Trp- Lys - Thr- Cys - Trp - NH.,

Obr. 4. Struktura vapreotidu
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Lanreotid a oktreotid jsou Siroce uZzivany pro syonmdtickou lébu neuroendokrirth
aktivnich tumobl. Mezi ré pati adenomy hypofyzy produkujiciistovy hormon a gastro-
entero-pankreatické tumory. Jak biologické vladiinaak klinické aplikace somatostatinu a

jeho analog byly jiz obSirrg popsany (Lamberts a kol. 1991, Arnold a kol. 2000)

3.1.2 Receptory pro somatostatin

Somatostatinové receptory jsou popsattgd primarnich lidskych tumdra burgenych linii.

S uzitim fznych radioaktivh znaenych somatostatinovych anafogbylo mozné
somatostatinové receptory farmakologicky rozliSRivodné byly popsany d¥ tridy
somatostatinovych receptor Tiida 1 vykazujici relativh vysokou afinitu k biologicky
stabilnim ligandm a tida 2 nevykazujici tuto afinitu. Do stasné doby bylo naklonovano 5
raiznych tym somatostatinovych receptorJsou pojmenovany sst 1-5 chronologicky dle
objevu. Do tidy 1 pati sst2, sst3 a sst5 receptoryidh 2 zahrnuje sstl a sst4 receptory.
Kazdy sst receptor je produktem jednotlivého gehtery je lokalizovany na jiném
chromozomu. Toto dovoluje tkévé specifickou regulaci a rozliSeni funkci
somatostatinovych receptor riznych organech. Struktur&lrsst receptory p#&tdo rodiny
G-proteinovych receptér které jsou charakterizované sedmi transmembranoggménami.
Extracelularniast je odpo¥dna za vazbu ligandu. Intracelulatidist grenasi signal do hiky
(Breeman a kol. 2001).

VSechny podtypy receptoru vazi somatostatin (sostaio-14) a somatostatin-28 (polypeptid
tvoreny 28 aminokyselinami) s vysokou afinitou. V tuexdr byla detekovana mRNA pro
vétSinu typi receptoli, ale exprese protairbyla tizna. \EtSina neuroblastof) meningiont,
meduloblastor, lymfomi, karcinonii prsu, karcinord renalnich buék, paraganglior,
hepatocelularnich karcinaima malobugénych plicnich karcinorin exprimuje sst2 receptory.
Karcinomy a sarkomy prostaty exprimuji zejména sstieptory. Htomnost receptdr sst3
vykazuje ¥tSina inaktivnich hypofyzarnich adendnfdenomy hypofyzy, sekretujicistovy
hormon, exprimuji zejména sst2 a sst5 receptorystrGantero-pankreatické tumory a
feochromocytomy vykazuji n&stji receptory sst2 a sstl. Non-neoplastické liddkant
exprimuji hlavig receptory sst2 ( Reubi a kol. 2001, de HerderlaZ20®3).
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Wulbrand a kol. popsali expresi typu somatostatiav receptoru natyrech nejasgjSich
neuroendokrinnich nadorech. Exprimovany jsou ss$12 a v mensSi @ sst5 receptory.
VSechny studie ukazaly maly vyskyt recefitest3 v gastrinomech (v Zalugéch tumorech)
a karcinoidech. Typ receptoisst4 se vyskytuje praimlivé od 22% do 86%. Autd maji
nékolik vyswétleni pro tyto rozdily. NiZze to byt nafiklad pivodem vzork (pankreatické vs.
extrapankreatické, primarni vs. metastazy). Tytteaya ukazuji, Zze radioakti¢gnznaene
analogy, které se vazou na vSechny sst recept@jy gako analogy, které maji afinitu jen k
nékterym sst receptém, jsou pro dalSi budouci vyzkum velmi vitany (Whalled a kol.
1998).

3.1.3 Nové analogy a radionuklidy pro diagnostiku a térap

Jeden z prvnich analbg somatostatinu, zavedeny do klinické praxe pro aodmi
neuroendokrinnich tumar- [*in-DTPA%oktreotid - neni idealni radiopeptid pro SRI a
PRRT. Jednim z jeho nedostafle, Ze je zn&eny produktem cyklotronu *iin. Proto byly
vyvijeny somatostatinové analogy Zeaé*™Tc. Niz&i afinita [DTPAJoktreotidu pro sst3
receptory a absence afinity k recejtarsstl a sst4 ize byt povazovano za dalSi nedostatek
[*"in-DTPA%|oktreotidu. Nicmén velka \&tdina nadak exprimuje sst2, &etns gastro-entero-

pankreatickych nadar(Breeman a kol. 2001) .

Mezi nowji testované analogy pat[DTPA? Tyr’Joktreotid a [DTPA, Tyr’|oktreotat. Prvni
analog uZivany pro in vivo zobrazeni sst recéptayl [Tyr®|oktreotid (TOC) (obr. 5). V
téchto analozich byl PRenahrazen tyrosinem (Tyr). Tim se sniZila lipddilia umoZnila
radiojodace. V [Tyfloktreotatu (TOCA) (obr. 6) byl na C konci threooi{Thr-ol) nahrazen
piirodni aminokyselinou threoninem pro posouzeni téfekalSiho zadporného naboje na
burg¢ny uptake. Inkorporaci chelatoru DTPA (obr. 7) na-kdwhec vznika
[DTPA® Tyr’loktreotid (DTPA-TOC) a [DTPATyr’|oktreotat (DTPA-TOCA), které

n. Dalsimi testovanymi latkami byly [DOTATyr’|oktreotid a

umoziuji znaeni
[DOTA®, Tyr’|oktreotat, které vznikly fipojenim DOTA (1,4,7,10-tetraazacyklo-dodekan-N
N, N, N -tetraoctové kyseliny) (obr. 8). V in vitro studiidoyla pozorovana vysoka a
specificka vazba k somatostatinovym recejptois hodnotami 165 v nizkém nanomolarnim
rozmezi. Tato studie také ukazala, Ze tyto &@&ma také povaha kovového komplexu maji

vyznamny vliv na afinitu, az fize byt také vyznamné pro dalSi vyvoj peptidovych
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radioligandi. Zejména afinity k receptdm sst3 a sst5 byly ovlimy vySe uvedenymi
zamenami (nap. Phé—Tyr, Thr(ol)—Thr, neznaeny vs. zn&eny indiem¢i yttriem) (Reubi
a kol. 2000).

Porovnani specifické internalizacé*in-znatenych slodenin na buinych liniich
pozitivnich na somatostatinové receptory ukézaly, iternalizovana radioaktivita byla
znain vy3si po inkubaci s'fin-DTPA®, Tyr’loktreotatem. Toto pozorovani bylo potvrzeno

in vivo u potkar a u lidi.

D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr(ol)

Obr. 5. Struktura Tyr-oktreotidu (TOC)

D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr

Obr. 6. Struktura Tyf-oktreotatu (TOCA)

H,C-COOH

HO()C_\-CH; | /CH,-CO-peptide
N-(CH,),-N-(CH,),-N
/ \

HOOC-CH, CH,-COOH

Obr. 7. Struktura diethylentriaminpentaoctové kyseliny (&) P

3.1.4 DOTA analogy

DOTA slowseniny mohou byt stabitnradioaktivré znaseny**in, % a*""Lu. *%Y je p-z&is,

s max. energii elektrén2,3 MeV a s dosahemskolika milimetri ve tkani.'”"Lu je B-z&ic

s max. energii 0,5 MeV a thkdvym rozmezim kolem 1 mm’’Lu je takéy-z&i¢ (113 aZ 208
keV, mnoZstvi 6% a 11%), ktery umiage zobrazeni Z&enim pro gama a tedy dosimetrii a
diferenciaci naddr. Porovnani fyzikalnich konstafty a '’’Lu ukazuje, Ze analogy z#ené
%Y jsou vhodrji pro PRRT ¥tSich tumoi. Preklinické studie a nasledné klinické pokusy,
které se tykaly terapie na somatostatinové recgpipozitivnich nadar s [F‘Lu-
DOTA?, Tyr’|oktreotatem, finesly nadjné vysledky (Kwekkeboom a kol. 2000).
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HOOC COOH
(=
L o
—
HOOC COOH

Obr. 8. Struktura 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-N,N",N"" traoctové kyseliny
(DOTA)

3.1.5 Radionuklidova terapie zaloZzena na peptidovychptecech

Studie o internalizaci radioakti¥renaieného [DTPAJoktreotidu metodami in vitro a in vivo
oziejmily pribéh receptorem zpragtdkovaného somatostatinu. Po internalizaci da&bye
radioligand bliZ k jadru. Polarita DTPA konjugovhnéradiometabolitu, jako jE"in-DTPA-
D-Phe, brani girchodu pes lysozomalni a bdtné membrany. Toto odrazi situace
u radiojodovanych analdg(analog zna&enych radioaktivnim jodem). In vivo jsou tyto
analogy rychle odbourany na radiojodovany tyrosiaslednym uvoknim z buiky, az brani
jejich aplikaci i PRRT.

" emituje nejery-z&eni, ale také Augerovy elektrony s kratkym dosah#estlize je DNA
buiky v dosahucastic, je radiotoxicita Augerovych elektiiorvelmi vysoka. V takovém
piipadt Ize atekavat @inek na nadorové bujeni (Stepanek a kol. 1996)toRPeoenergie
konverznich a Augerovych elektrioje obvykle mensi nez energecastic, jejich linearni
energeticky transfer (linear energy transfer, LET)asledé i jejich schopnost zabijet by,
tedy cytotoxickd aktivita, je &Si nez up-castic. LET (udavany v keV na um jako parametr
pravdpodobnosti buktné smrti) je pro Augerovy elektrony 1,1-17 a madimh&losah ve
tkani je mezi 20 nm a 15 um, zatimco prdastice s energiemi mezi 150 a 2000 keV, je LET
0,2-0,8 s dosahem 40-4000 um. Z tohotwadiu je radiotoxicita radionuklidu s vysokou
hodnotou LET velmi vysoka (Breeman a kol. 2001).
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3.2 TRANSPORT PEPTIDU V LEDVINACH

Léciva, dalSi latky a jejich metabolity jsou z organiz vylovany gedevSim ledvinami.
Mechanismus renalni exkrece zahrnuje glomerulditradi, tubularni reabsorpci a tubularni
sekreci. V glomerulech jsou filtrovany latky s mialéarni hmotnosti do 60 kDa v zavislosti
na mte vazby kvazebnym proté€im. Tubularni reabsorpce zahrnuje pasivni difazi
lipofilnich latek z glomerularniho filtratu 2p do krve a aktivni fenos zprosedkovany
pienasSéem. Nekteré slodeniny jsou v ledvinnych tubulech vylovany do tubularni tekutiny

aktivnim procesem zahrnujicimizné genasSéové systemy.

Tyto transportni systémy umiadi tubularni sekrecirady organickych iorit Do fady
ledvinnych tubulérnich transportépro I&€iva pati transportéry pro organické anionty (OAT)
a transportéry pro organické kationty (OCT). Tytansportéry jsou exprimovany na obou
polech renalnich tubularnich bika Nicmére OAT jsou hlavi na bazolateralni membrgn
kdeZto OCT jsou z&Si ¢asti umistny na kartdovém lemu apikalni membrany. OAT tak
pienasi latky z krve do renalnich tubularnichdkua OCT je zodpasdny za eflux z bugk do
tubularniho lumen. Mezi dalSi transportéryip&-glykoprotein (Pgp) a efluxni pumpa MRP
(multidrug resistance protein) (Pritchard a Mill&96).

Tubularni reabsorpce d& peptidového charakteru (napbeta-laktamovych antibiotik)
probiha na kartéovém lemu apikalni membrany rendlnich tubularniahék pomoci dvou

vodikem spaZzenych oligopeptidovych transpofiéPEPT1 a PEPT2. Velké peptidy a
proteiny jsou reabsorbovany z éaginocytézou a v btkach jsou metabolizovany. Jejich

metabolické produkty mohou bytemeseny do krvé zpét do mae.

Tyto aktivni sekréni a reabsormi mechanismy jsou odp&iné za vyznamnotéast exkrece.
Zmeény této rovnovahy mezi transporty krevilia a krev-lumen mohou mit za nésledek

intracelularni akumulace xenobiotik, které mohoustit v lokalni toxicitu.

Na obr. 9 je znazoim schematicky model transpoiiépro organické anionty a kationty
v renalnim proximalnim tubulu. Uptake organickychiomi (OA) pies bazolaterélni

membranu (BLM) je zprogdkovan na Na zavislym OAT systémem, ktery obsahuje
ketoglutarat (-KG2)/OA a vymmi se pomoci OAT1. Kotransport sodik-ketoglutarat |

zprostedkovan pomoci kotransportéru NWiikarboxylat. Kartdovy lem apikalni membrany
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(BBM) obsahuje izné transportni systémy pro eflux OA do lunéemeabsorpci z lumen do
buiky. MRP2 (multidrug resistance transporter) zpextovava primarni aktivni luminalni
sekreci. Buricny uptake organickych katién(OC) gres BLM je zprosedkovan transportéry
pro organické kationy (OTC) jako je OCT1, OCT2, GBCVystup burcné OC pes BBM je
zprostedkovan P-glykoproteinem. PEPT1 a PEPT2 zpedkbvavaji lumindlni uptake
peptidi (Launay-Vacher a kol. 2006).

Urine Blood

O Dicarboxylate
OA MRAP, O
. +— 7 COAT
7

OASOC

OC 4 —— P-Glycoprotein _‘—i:
H MRE, - b _J g

Paptide M —
PEFT12 MAP, —— ~—

r.ﬂnpsj_rj,—

BEM BLM

Obr. 9. Transportni systéemy v bkach ledvinnych tubtil

3.2.1 Meaqalinovy transportér

Peptidy jsou v ledvinach transportovany aktivnibssapci pomoci aktivnichipnaseén
(viz vySe). Za fyziologickych podminek jsou t&hwSechny filtrované peptidy a proteiny
reabsorbovany. Meziutkzité mechanismy aktivni reabsorpce vikdch proximalniho tubulu
pati multiligandové endocytarni receptory megalinubikn. Megalin je transmembranovy
protein o velikosti 600 kDa, ktery gado skupiny receptéro nizké hustet(LDL). Kubilin,
také znamy jako intestinalni intrinsic faktor-kodaiinovy receptor, ma velikost 460 kDa.
V renalnim proximalnim tubulu je exprimovan spoke s megalinem. f@stoZze jsou tyto

receptory strukturath velmi odliSné, Bkteré rysy maji podobné. Jsou to multiligandove
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endocytarni receptory, sdili spolékolik ligandi a oba jsou @leZité pro normalni tubularni
reabsorpci proteihvéetnd albuminu. Kubilin vaze albumin, lehkétzce imunoglobulin a
apolipoprotein A-l. Mezi ligandy identifikujici medin pati proteiny vazajici vitaminy,
hormony, enzymy, apolipoprotein H, albumf; a a;-mikroglobulin (obr. 10). Ztratatthto
proteini a vitamimi moci u mysSi postradajicich megalin dokumentuje fyziatky vyznam
tohoto receptoru. UvaZzuje se i o roli megalinu dikou pii metabolismu a homeostaze
esencialnich vitamiln véetné vitaminu D, a takéiphomeostaze kalcia. Megalin je zapojeny i
v tubularnim uptake potencialnich nefrotoxickycéivéscetrg aminoglykosid - gentamicinu,
netilmicinu, amikacinu (Christensen a Birn 2001).

RBP
TC-B,,
DBP
beta-2 microglobin
alpha-1 microglobin
EGF
ApoH
Prolactin
Insulin

Aﬁu A-l
Ig light chains Megalin

\’ N

Cubilinj

PTH
Lysozyme
Cytochrome C
Amylase
Ca®'

_

| ¢

NH, Apical
plasmamembrane

4 CUB domain l%b,(:()(i)H

= Complement-type repeat
® EGF repeat " "
== spacer region containing YWTD Internalization
Transmembrane domain
&  NPXY motif

Obr. 10. Znazorrni strukturalni organizace a interakce mezi kul@fima megalinem
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3.3 METABOLIZMUS PROTEINU A PEPTIDU V LEDVINACH

Ledviny jsou dobe zndmé jako hlavni misto katabolizmu nizkomolekitdh proteiri. Jedna
se 0 komplex procés ktery zahrnuje &kolik odliSnych mechanistn pasobicich naitzna
mikroanatomicka mista uviitedvin. Renalni uptake peptich malych protei je vysledkem
jejich glomerularni filtrace, nésledované tubulamelabsorpci a lysozomalni degradaci.
Proteiny z plazmy se dostanou do glomerularnichl&ap ledvindch pes renalni artérie a
jejich vétve. Glomerulus filtruje proteiny v zavislosti nakakularni hmotnosti. Jestlize jejich
molekularni hmotnostigkrati hmotnost kolem 60 kDa, pak jsou tyto proteirijlig velké

k filtrovani pres intaktni glomerularni bazalni membranwtsV molekuly, nap kompletni
IgG o velikosti 150 kDa, budou proto prochazet gtontem bez objeveni se v primarni ¢éno
MensSi molekuly jsou naopak schopné projit bazalrémioranou. Bazalni membrana
glomerulu je negativh nabita. Kationaktivni peptidy a proteiny jsodchyceny k bazalni
membrag a mohou pejit velmi snadno do primarni o Naopak filtrace anionickych
proteimi a peptid je mér efektivni kvali elektrostatickému odporu bazalni membrany
(Maack a kol. 1979).

Filtrované proteiny prochazitgs proximalni tubulus. Té&hvSechny proteiny a peptidy jsou
kvantitativre reabsorbovany hikami proximalniho tubulu pomoci endocytézy. Za timt
Gcelem se proteiny a peptidy vazi k zagomabitym receptdm na povrchu proximalnich
tubularnich buék prostednictvim elektrostatické interakce. Kationické tpnoy jsou
v porovnani s anionickymi lépe reabsorbovany. Jekwstoupi do tubularnich bék jsou
peptidy geneseny do lysozaima rozkladany proteolytickymi enzymy. Vysledné razié
produkty (nap. aminokyseliny, radioaktivhznaiené derivaty) jsouipvazrie prenaseny z§i
do krevnihoreciste, ale v utité mire jsou vyldovany do moe. Jodovany tyrozin, ktery je
hlavnim metabolickym produktem protéinznaenych radioaktivnim joédem, je rychle
uvolreén z tubularnich butk. Naopak aminokyseliny{in-, 8/°%- ¢i ***Tb-DTPA-lysin nebo
125133 dilaktitol-tyramin), nemohou opustit lysozomyzastavaji zachycené v proximéalnich
tubularnich biitkach. Bazicka aminokyselina lysin je schopna srakaenalni uptake. Je
kladre nabitd a brani fignosu proteitn pres membranu bwk proximalniho tubulu. Takeé
maleat je latka snizujici renalniho uptake peptidyto latky zmisobuji proteinurii

neutralizaci negativnnabitého luminalniho povrchu tubularnich Bkinkde se prav vazi
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proteiny a peptidy k jejich recepfon. Proteinurie vznika tedy vidledku sniZzené tubularni
reabsorpce protein coz sniZzuje transport protéirz endocytarnich vakuol do lysozém
v proximalnich tubularnich kikach s naslednym nizkym tubularnim katabolizmememd
(Behr a kol. 1998).
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3.4 STUDOVANE PEPTIDY A MODELOVE LATKY

Metylglukéza, (a-methyl glykosid; a-MG) (obr. 11), mé jash definovany transportni
mechanismus a e slouzit jako srovnavaci latka pro porovnavamingportu dalSich
studovanych latek. Metylglukbza piat mezi analogy glukézy. 1-O-methydD-
glukopyranosid nefite byt v buice metabolizovan. Je vhodnym substratem pro aktivni
sodiko-glukdzovy kotransportovyignasSé na apikalni membr&nburgk, ale nepenasi se
pienaSéem pro usnadimy transport na basolateralni memkrarbuiky ven, a proto je-MG

kumulovana v biice (Boogaard a kol. 1989).

HO f O-CH,
OH

Obr. 11. Strukturni vzorec metylglukozy

Sacharéza (obr. 12) je latkazoe dostupna, u které je jako u metylglukdzy takéidgimpsan
charakter transportu v ledvinach. V tomtipact sachar6zafechézi do busk pasivni difuzi.

CH.OH

CH-0H
—0

0O H

i HO
CH.OH

Obr. 12. Strukturni vzorec sacharozy
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"n-DOTA-oktreotat je peptid, ktery patdo skupiny analolg somatostatinu zganych
radionuklidem**!in. Ve studiich bylo prokazano, Ze ve srovnani BB, Tyr’Joktreotidem,
ma [DTPA, Tyr’|oktreotat, ve kterém je threoninol na C konci raien threoninem, lepsi
vazbu na somatostatinové receptory v tkanich oljigdtiu tyto receptory. Také DOTA
analog, [DOTA, Tyr|oktreotat, zn&eny radiokovem'’’Lu, ma velmi dobry &nek na
regresi naddr. Bylo také zjistno, Ze afinita [DOTA, Tyr’oktreotatu k somatostatinovym

receptoim typu sst2 je devitindsobnvy3si v porovnani s [DOTA Tyr’loktreotidem
(Kwekkeboom a kol. 2001).

HOOC—__ |_|/—COOH

Obr. 13. Struktura DOTA-Tykoktreotatu

\\‘“

|||\\\

Mezi studované latky pat také **J-DOTA-oktreotat, ktery ma radionuklitfl navazany na

benzenovém j&e ve struktie tyrosinu.
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4 METODICKA CAST
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4.1 MATERIAL A P RISTROJE

Pti experimentech byl pouZzit biologicky, chemicky @l a fistrojové vybaveni Oddeni

radiofarmak na Kated farmakologie a toxikologie FaFUK.

4.1.1 Biologicky materiél

Ledvinny burcny model — izolované nativni bBlkly potkana byly ziskany z laboratornich
potkari kmene Wistar o hmotnosti 350 — 400 g (z chovnéista BIOTEST s.r.o0.,
Konarovice, CR). Potkani byli chovani za konvémich podminek f dvanactihodinovém

swtelném rezimu. Zvatim byla odejmuta potrava 12 hodefd pokusy.

Suspenze pankreatickych Rn byla poskytnuta PharmDr. Melicharovou z Katedry
farmakologie a toxikologie FaFUK. BlKy pochazeji z busgné linie potkanich exokrinnich
pankreatickych nadorovych b&énAR42J.

4.1.2 Chemikalie
Kolagenéaza = collagenasa cruda (SevaphafiR,

Trypanova moil(Sigma-Aldrich, Steinheim, SRN)
Krebs-Henseleiiv roztok

Sacharéza = (U¥C)sucrose, specificka aktivita 22,2 GBg/mmol, (Asham, Biosciences,
VB)

Metylglukéza = methyk-D-(U-**C)glucopyranoside, specificka aktivita 10,0 GBg/mymo

(Amersham, Biosciences, VB)

DOTA-Tyr-oktreotat = DOTA-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cy$i, (piCHEM, Graz,
Rakousko)

Scintilatni roztok = Sigma — Fluor High Performance LSC aict(Sigma-Aldrich,
Steinheim, SRN)

Gentamicin Lek, inj. 80mg/2ml
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Albumin (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)
Lysin (Sigma-Aldrich, Steinheim, SRN)

Maleat (Sigma-Aldrich, Steinheim, SRN)

4.1.3 PFristroje
Mikroskop, MeoptaCR

Centrifuga 3K30H, Sigma, Laborentrifugen GmbH, @ste, NNmecko

Laboratorni tepa&ka KS — 15 Control, Buhler, s inkubidm nastavcem TH 15, Johanna Otto
GmbH, Hechingen, &mecko

Beta-spektrometr 1219 Rackbeta, Wallac, Turku,Kéns

Gama-spektometr 1480 Wizal3', Wallac, Turku, Finsko
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4.2 POSTUP

4.2.1 Priprava roztok

Zasobni roztoky pro pripravu Krebs-Henseleitova roztoku (kazdy zvlag pripraveny

VvV zasol)
Nazev soli Mnozstvi v g/l

NaCl 160,9

KCI 11,0

KH.PO, 29,92

MgSGO, . 7THO 27,4
CaClk . 2H,0 15,73
nebo CaClbezv. 11,88

NaHCG; 9,71

KREBS-HENSELEIT zasobni B

Nazev roztoku Mnozstvi v ml
NaHCGQ 100,0

KREBS-HENSELEIT zasobni A

Nazev roztoku Mnozstvi v ml
destilovana voda 78,5

NaCl 20,0

KCI 15,0

CaCh 11,0

MgSQO, . 7TH,O 50

KH,PO, 2,0
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Smichat A a B ¥as poteby = Krebs-Henseleit zasobni

KREBS-HENSELEIT C

Krebs-Henseleit zdsobni 150,0 ml
destilovana voda 150,0 ml
HEPES 0,99

KREBS-HENSELEIT D — s glukézou
Krebs-Henseleit C 150,0 ml

glukoza 150 mg

Roztoky C aD chladit v ledové drti (2-4°C)

4.2.2 Priprava buticného materialu — izolované potkani ledvinnékyu

(ptiprava provagha Doc. Trejtnarem a pani laborantkou I. Filipowolatedry farmakologie
a toxikologie FaFUK)

1. Aparatura byla naptma roztokem Hanks | a Hanks Il, kolagenazou a byla
temperovana.

2. Zpotkana byly vypreparovany ledviny a po oplachntgplym fyziologickym
roztokem byly peneseny do aparatury.

3. Po dostat&ném rozvolgni kolagenniho pojiva ledvinnych btka byly buiky
pieneseny do kadinky s 50 ml K-H pufru, ktery obsahalpumin a kolagenazu. Zde
bylo provedeno 0pIlné rozvaini ledvinné tkad mechanicky pinzetou a na
elektromagnetické mickiee.

4. Ziskana suspenze ledvinnych Blinbyla pefiltrovana ges gazu a silonové sito.
PodrobrjSi popis gipravy aparatury, postupu preparace a izolace hegeh bugk je
uveden v rigorézni praci (\i&ova 2007).
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5. Takto ziskan&d suspenze kknbyla rozdélena na d¥ stejnécésti a centrifugovana
v silnosénnych zkumavkach - 25 ml v chlazené centrifuze 180 g, po dobu 5 min,
pii teplog 4°C) .

6. Supernatant byl odsan s maximalni opatrnosti. k& bylo do kazdé zkumavky
piidano 5 ml chladného roztoku Krebs-Henseleit + ghzk a byla oft provedena
centrifugace (80 g, 1 min, 4°C).

7. Postup dle bodu 6 byl zopakovan ¢edvakrat.

8. Na za¥r byly po odsati supernatantu ledvinnéiky slity do jedné zkumavky a
doplrény a dispergovany do 20 ml K-H pufru s glukézou.

Pripravena suspenze ledvinnych Bloyla pouzita pro transportni studie.

4.2.3 Priprava potkanich exokrinnich pankreatickychdufR42J

(ptiprava provaé&na PharmDr. Melicharovou z Katedry farmakologiexkologie FaFUK)
Tyto buiky jsou odvozené z tumoru potkaniho pankreatu.

Bunky rostou v sférickych koloniich, které mohou bging spojeny. Kultury 1:2 se kazdych
48 hodin rozdluji do novych ba&k a udrzuji si mezi 1-9x100,000 bikiml. FPrichycené
buinky by nely byt vytlatené s pouzitim 0,2% EDTA. Kultigai médium obsahuje RPMI
1640, 10% zarodmé howzi sérum (FBS) a 2mM glutamin. Podle dostupnychjiidgo

buiky neexprimuji megalinovy receptor.

Podobri jako u ledvinnych butk i zde byla pedana fipravena suspenze pankreatickych
burgk a pouzita pro vybranou transportni studii.

4.2.4 Sledovani zivotnosti ledvinnych bk

1. Pred kazdym experimentem bylo 60 pl suspenzebemichano s 60 pl trypanové
modti.

2. Bunky byly patitany pod mikroskopem viBkerow komirce i zvétSeni 10x10.

3. Byl zjistén piimérny paset Zivych (ppZB) a gmerny paset mrtvych busk (ppMB).

4. Dle vzorce: [ (ppZB)/ (ppZB + ppMB)] . 100 (v %) lay vypaitena Zivotnost
ledvinnych bugk.
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4.2.5

1.

Akumulani studie

Podle pétu zZivych burk byla na&edéna suspenze btk Krebs-Henseleitovym
pufrem D tak, aby bylo v 1 ml suspenzépzné 1,5 - 2 miliony bugk.

Bunky byly dispergovany a &i 2 ml byly napipetovany do jednotlivych inkuirdch
zkumavek.

Zkumavky s bikami byly ponechany 3 az 5 min v inkubatorid B7°C kwuili
temperaci na kultivni teplotu za fepani (280 kmit/min). Fi transportnich
experimentech za nizSich teplot byly uréist na cca 5 minut do ledové l&zpro
temperaci na teplotu 1-2°€ 5-6°C.

Do kazdého vzorku byla figldna zkoumana ztana latka a zkumavky byly
inkubovany za vySe uvedenych podminek.

Po uplynuti doby byly fidany 4 ml K-H pufru C o teplét 4°C pro inhibici
transportnich procés

Poté byly inkuba&ni zkumavky centrifugovany 1 minutdiB0 g a 4°C a néasledn

bylo odebrano 0,5 ml supernatantu z kazdé zkumpgako/vzorek inkub&niho média.

. Zbytek supernatantu byl kvantitat&vrodsan a k hikam byly gidany dalsi 4 ml

ledového pufru. Nésledovala dalSi centrifugacetemych podminek jako v bedb.
Supernatant byl opattnodsan a biky byly znovu dispergovany ve 4 ml pufru a
znovu centrifugovany a supernatant odsan. Tentupds/l jeS¢ jednou opakovan.

Na zavr byly buiky ze zkumavek igvedeny do rticich lahvtek vyplachem pomoci
pufru (vymyvani zkumavek 3x2 ml).

Radioaktivita odebranych vzarka standanil byla méfena pomocip- & y-

spektrometru .

Akumulace u metylglukdzy a sachardzy byla studowABasticasovych intervalech: 1, 2, 5,
10, 20, 30 min.

Bylo pouzito 10 pl roztoku sacharézy o koncent@®ipmol/l (finalni koncentrace - 0,16

umol/l) a 10 pl roztoku metylglukézy o koncentrd&@ pumol/l (finalni koncentrace - 0,24

pmol/l) .
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1. Do kazdé zkumavky se suspenzi umwm objemu 2 ml bylo fidano 10 pl zn&ené
latky.

2. Bunky byly inkubovany p 37°C; po uplynuti inkub@i doby byly gidany 3 ml
ledového pufru. Po centrifugaci bylo odebrano O|5média. Zbytek supernatantu byl
odstrarn a k buikam byly gidany 4 ml K-H pufru. Po nasledné centrifugaci aatd
supernatantu byly iky promyty jes¢ 2x 5 ml K-H pufru.

3. Standard byl ppraven smisenim 10 pl radioizotopu s 5 ml destite vody. U
kazdého pokusu bylyfpravovany 3 standardy.

Pred nefenim radioaktivity beta-spektrometrem bylo k médiibunkdm a standafan

piidano 10ml scintiléniho roztoku. Sws byla gred méfenim vzdyfadre protepana.

Naméfené hodnoty aktivity jsou uvedeny v jednotkach DPiet rozpad za minutu.

V experimentech §"in-DOTA-oktreotatem byla sledovana zavislost akuamalna mnozstvi
burgk (0,5; 1; 2 a 3x1Dburtk v1 ml suspenze) a zavislost na mnoZstidgvaného
oktreotatu. Dale byly provedeny experimenty, vyér byly @idany fizné latky

s potencionalnimdinkem na akumulaci peptidu v tomto mnoZstvi: 2M8& ful albuminu o ¢
= 5 mmol/l (finalni koncentrace - 0,1 a 0,5 mmeolAP; 30 a 100 ul gentamicinu o ¢ = 84
mmol/l (finalni koncentrace - 0,8; 2,5 a 8 mmolAN0 pl lysinu o ¢ = 1 mol/l (finalni

koncentrace - 0,1 mol/l) a 176 pul maleatu o ¢ =ddBol/l (finalni koncentrace - 22 mmol/l).

Bylo pouZito 10 pl roztoku*in-DOTA-oktreotatu o koncentraci 645 nmol/l (finaln

koncentrace - 6,4 nmol/l).

1. Do kazdé zkumavky byl vZzdy napipetovan 1 ml suspeledvinnych bugk, ke
kterému bylo fidano 10 pl**in-DOTA-oktreotatu (kontrola). Vifpads akumulace
v zavislosti na mnoZzstvi peptidu bylgiggno 2, 10 nebo 50 ul oktreotatu. Albumin
(20 a 100 pl), gentamicin (10, 30 a 100 ul), &0 ul) a maleat (176 ul) byly do
vzorku pipetovany ifed gidavkem oktreotatu. fibadny nestejny objem vzarkbyl
vyrovnavan doplénim adekvatnim objemem pufru.

2. Poinkubaci i 37°C byly ke vzorkm pridany 4 ml studeného pufru a po centrifugaci
bylo odebrano 0,5 ml média, ke kterému byitm@no 5 ml destilované vody. Zbytek
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supernatantu byl odsan aitby byly promyvany a feneseny do #iicich lahvéek dle
obecného postupu 4.2.5.1.

3. Cast vzork byla inkubovana ip teplog 1-2°C nebo § teplo& 5-6°C. Krong
inkubani teploty byl postup shodny jako v kio?.

4. Standardy byly fipraveny smisenim 10 pl radioizotopu s 5 ml degdit@ vody. Pro
kazdy pokus 3.

Méreni radioaktivity vzork bylo provadno pomoci y-spektrometru ve srovnani se

standardnimi vzorky.

Namgtené hodnoty aktivity jsou uvedeny v jednotkach CPpbiet impulzi za minutu.

4.2.5.4 Akumulace-DOTA-oktreotatu v bikach

Vedle standardni inkubace byly provedeny akuknilaxperimenty zaiftomnosti 100 pl

lysinu o ¢ = 1 mol/l (finalni koncentrace - 0,1 rpl

Bylo pouZito 10 ul roztoku*®3-DOTA-oktreotatu o koncentraci 640 nmol/l (finalni

koncentrace - 6,3 nmol/l).

1. Do kazdée zkumavky byl vzdy napipetovan 1 ml suspeledvinnych bugk, ke
kterému bylo fidano 10 pl**3-DOTA-oktreotatu (kontrola). Lysin (100 pl) byl ke
vzorku gidan pged gidavkem oktreotatu. DalSi postup byl shodny jakabg&cném
postupu 4.2.5.1.

2. Po inkubaci (30 min, 37°C) byly ke vzdrk piidany 4 ml pufru a po centrifugaci
bylo odebrano 0,5 ml média, ke kterému bytm@no 5 ml destilované vody. Zbytek
supernatantu byl odstrém a buiky byly 3x promyty dle obecného postupu v bod
4.2.5.1.

3. Standardy byly ppraveny smisenim 10 pul radioizotopu s 5 ml degsit@ vody. Pro
kazdy pokus 3.

M¢éteni radioaktivity vzorlk bylo prova@no pomoci y-spektrometru ve srovnani se

standardnimi vzorky.

Naméiené hodnoty aktivity jsou uvedeny v jednotkach CPpbtiet impulzi za minutu.
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5 VYSLEDKY
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5.1 Akumulace **C-metylglukézy

Nésledujici tabulky obsahuji vysledky&tani pfibshu akumulace**C-metylglukézy

v ledvinnych a pankreatickych tkéch v zavislosti na détinkubace.

Tabulka 1. Akumulacé“C-metylglukézy v ledvinnych tkach

Doba Radioaktivita Pfepd:tené O . Akumulace (0/0 D)
inkubace |bureené frakej raioaktivita | 1 /;gr\llijne Hod PAmEr + SD
766,6 239,6 3195,19 0,075
652,2 203,8 3195,19 0,064
+
1 846,4 262,2 3035,04 0,086 0,076+ 0,008
758,3 234,9 3035,04 0,077
845,6 264,3 3195,19 0,083
757,9 236,8 3195,19 0,074
1) 1) 1) j +
2 1015,8 314,7 3035,04 0,104 0,091+ 0,013
1023,7 317,1 3035,04 0,104
1007,4 314,8 3195,19 0,099
955,7 298,7 3195,19 0,093
1) 1) 1) j +
° 839,2 260,0 3035,04 0,086 0,093+ 0,005
1369,6 428,0 3195,19 0,134
_ _ _ _ +
10 1711,5 530,2 3035,04 0,175 0,150+ 0,018
1381,2 4279 3035,04 0,141
1879,5 587,3 3195,19 0,184
1850,6 578,3 3195,19 0,181
+
20 2345,5 726,6 3035,04 0,239 0,201+ 0,027
1853,1 579,1 3195,19 0,181
2086,9 652,2 3195,19 0,204
+
30 2363,5 732,2 3035,04 0,241 0,203+ 0,024
1798,1 557.,0 3035,04 0,184

1% pridané davky je 1% vloZzené aktivity standard
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Graf 1.

Akumulaceé“C-metylglukézy v ledvinnych tkéch
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Tabulka 2. Akumulacé“C-metylglukézy v exokrinnich pankreatickych nadpcav
buwikach
Doba Radioaktivita Pfepdétené O , Akumulace (0/0 D)
inkubace |bureené frakej raioaktivita | 1 /:)jgr\lliane Hod PAMET + SD
111,3 27,8 3517,59 0,008
1 104,4 26,1 3517,59 0,007 0,015z 0,007
124,9 76,4 3598,61 0,021
131,7 80,6 3598,61 0,022
114,1 28,5 3517,59 0,008
73,1 18,3 3517,59 0,005
+
2 115,5 70,7 3598,61 0,020 0,014+ 0,008
142,1 87,0 3598,61 0,024
95,5 23,9 3517,59 0,007
117,1 29,3 3517,59 0,008
) ) ) ) +
> 156,4 95,7 3598,61 0,027 0.0152 0,008
96,2 58,9 3598,61 0,016
162,0 40,5 3517,59 0,012
169,1 42,3 3517,59 0,012
1 ) i) i) ) 1 i
0 86,7 53,1 3598,61 0,015 0,015+ 0,003
117,8 72,1 3598,61 0,020
181,2 45,3 3517,59 0,013
127,3 31,8 3517,59 0,009
) ) ) ) +
20 250,2 153,1 3598,61 0,043 0,021+ 0,013
116,5 71,3 3598,61 0,020
169,7 42,4 3517,59 0,012
166,7 41,7 3517,59 0,012
+
30 177,8 108,8 3598,61 0,030 0.022£ 0,010
197,2 120,7 3598,61 0,034

1% pridané davky je 1% vloZzené aktivity standard
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Graf 2.  Akumulacé“C-metylglukézy v exokrinnich pankreatickych nadgcbvbuikach
AR42]
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5.2 Akumulace **C-sacharézy

Néasledujici tabulka obsahuje vysledky&ieni pibshu akumulace **C-sacharézy

v ledvinnych buikach v zavislosti na délbinkubace.

Tabulka 3. Akumulacé“C-sacharézy v ledvinnych kkéch

inkubace |buns¢né frakc| raioaktivita 1 /:)jgr\lliane Hodnot PAmEr + SD
194,0 60,1 4784,10 0,013
1 14-9,3 4-6,3 47-84,10 (-),010 0,034+ 0,032
729,6 364,8 4658,77 0,078
252.1 78,1 4784,10 0,016
155,6 48,2 4784,10 0,010
1) 1) 1) 1) +
2 575,8 287,9 4658,77 0,062 0,033+ 0,021
405,9 203,0 4658,77 0,044
324,4 100,5 4784,10 0,021
266,0 82,4 4784,10 0,017
+
> 425,4 212,7 4658,77 0,046 0,032+ 0,013
420,1 210,1 4658,77 0,045
299.,6 92,8 4784,10 0,019
267,0 82,7 4784,10 0,017
1) 1) 1) 1) +
10 453,3 226,7 4658,77 0,049 0,032+ 0,014
391,5 195,8 4658,77 0,042
397.,6 123,2 4784,10 0,026
315,8 97,8 4784,10 0,020
+
20 469,8 234,9 4658,77 0,050 0,037+ 0,014
460,8 230,4 4658,77 0,049
432,1 133,9 4784,10 0,028
485,9 150,5 4784,10 0,031
1) 1) 1) j +
30 525,9 263,0 4658,77 0,056 0,042+ 0,013
504,0 252,0 4658,77 0,054

1% pridané davky je 1% vloZzené aktivity standard
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Graf 3.  Akumulacé“C-sacharézy v ledvinnych kkéch
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5.3 Porovnani akumulace'C-sachar6zy a“*C-metylglukézy v ledvinnych a
pankreatickych nadorovych buikach

—— Metylglukéza v ledvinnych bb.

0.25 - -+ Metylglukéza v pankreatickych bp.

g ' -+ Sachardza v ledvinnych bb.
5
< 0,24 . -
€
2 015-
D k)
2,
8 0,1+
o)
>
£
2 0,05+
< A, . —— *

s » . " "

0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Cas [min]

Graf 4. Porovnani akumulacEC-sachar6zy &'C-metylglukézy v ledvinnych a
pankreatickych btkach
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5.4 Akumulace **in-DOTA-oktreotatu p ¥i riizném mnoZstvi burk v inkubaéni
Smesi

Nésledujici tabulka obsahuje vysledkyieni pfibshu akumulacé'in-DOTA-oktreotétu

V rizném mnozstvi ledvinnych bék

Tabulka 4. Akumulacé*in-DOTA-oktreotatu v ledvinnych bkéch v zavislosti na
zvySujicim se mnoZstvi lgn

Poset buk | Radioakivitavi o 6| Akumulace (% D)
(x10°) bureene frake davky | Hodnoty | Pfimér+ SD
(cpm) Y .

1678,9 13907,58 0,121

0,5 2031,7 13907,58 0,146( 0,133+ 0,010
1832,6 13907,58 0,132
2941,0 13907,58 0,211

1 3136,7 13907,58 0,226| 0,209+ 0,015
2623,5 13907,58 0,189
3703,0 13907,58 0,266

2 4299,2 13907,58 0,309| 0,297+ 0,021
4369,1 13907,58 0,314
5598,9 13907,58 0,403

3 5511,8 13907,58 0,396( 0,392+ 0,010
5261,9 13907,58 0,378

1% pridané davky je 1% vloZzené aktivity standard
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Graf 5.  Zavislost akumulacEin-DOTA-oktreotatu v ledvinnych bkéch na mnoZzstvi
burek
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5.5 Akumulace **in-DOTA-oktreotatu p ¥i riznych koncentracich

Nésledujici tabulka obsahuje vysledkyieni pfibshu akumulacé'in-DOTA-oktreotatu
v ledvinnych biikdch v zavislosti natzném mnozstvi ifdavaného peptidu. Finalni
koncentrace 2; 10 a 50 pl peptidu o ¢ = 645 nneall 1,3; 6,4 a 31 nmol/l.

Tabulka 5. Akumulacé*in-DOTA-oktreotatu v ledvinnych bkéch v zavislosti na
mnoZzstvi jldaného peptidu

Radioaktivita | Prepatena | = . [ Akumulace (% D)
Vzorky bursené frakei| raioaktivita l/odgr\:iane Hod PHmer < SD
438,3 219,2 6 695,02 0,033
peptid 2ul 450,4 225,2 6 695,02 0,034/ 0,034+ 0,002
485,7 2429 6 695,02 0,036
3399,1 1699,6 6 695,0p 0,254
peptid 10ul 2179,2 1089,6 6 695,0p 0,163 0,191+ 0,044
2 098,3 1049,2 6 695,0p 0,157
11 877,2 5938,6 6 695,0p 0,887
peptid 50ul 12 350,7 61754 6 695,0p 0,924 0,911+ 0,017
12 371,7 6 185,9 6 695,0p 0,924
1% pidané davky je 1% vlozené aktivity standard
— 1 ]
X
2 0,9
>
ﬁ 0,8 -
E 07
—
5 0.6
X 0,5+
S 04-
©
S u
2 0,3
%’ 0,2 -
0,1
O I I I I I !
0 10 20 30 40 50 60

Mnozstvi 111In-DOTA-oktreotétu [pl]

Graf 6.  Zavislost akumulacEin-DOTA-oktreotatu v ledvinnych bikéch na mnoZstvi
peptidu
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5.6 Akumulace *in-DOTA-oktreotatu s albuminem

Nésledujici tabulky obsahuji vysledkystani pfibshu akumulacéin-DOTA-oktreotatu
s d¥mi koncentracemi albuminu v ledvinnychiidch - 20 a 100 ul albuminu o c =5

mmol/l (finalni koncentrace — 0,1 a 0,5 mmol/l).

Tabulka 6. Akumulacé*in-DOTA-oktreotatu v ledvinnych bkéch v pitomnosti

albuminu
Radioaktivita v| Prepdstena | _ = . Akumulace (% D)
Vzorky burggné frakci | raioaktivita l/fjgr\;i;ne Hodnotv | Pamer « SD
6171,4 3085,7 14 103,72 0,219
6493,9 32470 14 103,72 0,230
3 3 3 3 +
kontrola 8051,8 4025.9 14 103,72 0,285 0249+ 0,026
7382,8 3691,4 14 103,72 0,262
9187,1 4593,6 14 103,72 0,326
. 9498.,5 4749,3 14 103,72 0,337
b 0,1 mM : : : : 0,350+ 0,026
albumin &2 m 96618 4830,9 14 103,72 0,343 " ’
11129,4 5564,7 14 103,74 0,395
1% pidané davky je 1% vlozené aktivity standard
0,4
~
= T
< 0,35- i
o)
é 0,3
. |
3 0,25 l
o
= 02
(]
&
£ 0,15
e
2 01-
<
0,05
0
kontrola albumin 0,1 mM

Graf 7. Akumulaceé*in-DOTA-oktreotatu v ledvinnych bkéch v gitomnosti 20 pl
albuminu
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Tabulka 7. Akumulace 111In-DOTA-oktreotatu v ledvinnychikach v gitomnosti

albuminu
Radioaktivita v Prepatena 0h idand Akumulace (% D)
Vzorky bunsené frakci raioaktivita | /cégr\:?(anp Hod Bamer < SD
5610,3 2 805,2 14 274,74 0,197
6 016,9 3008.,5 14 274,74 0,211
kontrol ’ ’ ’ - 0,203+ 0,006
ontrola 5873.9 2937,0 1427474 0,206 !
5678,2 2 839,1 14 274,74 0,199
3929,5 1964,8 14 274,74 0,138
i _ _ ~ Z +
albumin 0,5 mM 44294 2 214.7 142747 0155 O146* 0,007
4173,7 2 086,9 14 274,74 0,146
1% pidané davky je 1% vlozené aktivity standard
0,25+
~
>
[
= T
202" I
IS
—
00,15 I
=,
3
o 0,1
o
=
o
V4
< 0,05 -
0
kontrola albumin 0,5 mM

Graf 8.  Akumulacé*in-DOTA-oktreotatu v ledvinnych bkéch v gitomnosti 100 pl
albuminu
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5.7 Akumulace **in-DOTA-oktreotatu s gentamicinem

Nésledujici tabulky obsahuji vysledkystani pfibshu akumulacéin-DOTA-oktreotatu
s gentamicinem v ledvinnych tkach — 10; 30 a 100 pl gentamicinu o ¢ = 84 mmol/l
(finalni koncentrace — 0,8; 2,5 a 8 mmol/l).

Tabulka 8. Akumulacé*in-DOTA-oktreotatu v ledvinnych bkéch v pitomnosti

gentamicinu
Radioaktivitayy Prepatena [~ . | Akumulace (% D)
Vzorky buns¢né frakci| raioaktivita 1/((;2\;?”6 Hod PAmer + SD
5167,8 25839 7 049,54 0,367
kontrola 6 888,3 34442 7 049,54 0,489 0,441+ 0,053
6 592,5 3 296,3 7 049,54 0,468
6 410,2 3205,1 7 049,54 0,455
gentamicin 0,8 mM 5660,9 2 830,5 7 049,54 0,404 0,437+ 0,025
6 415,5 3207,8 7 049,54 0,455
1% pidané davky je 1% vlozené aktivity standard
__ 0,6+
X
>
c
5 015 7 ‘|'
E 1 -
<04+
&)
o\°
|—|O’3 -
)
(8]
©
20,2
>
X
<
0,1
0
kontrola gentamicin 0,8 mM

Graf9. Akumulacé*in-DOTA-oktreotatu v ledvinnych bkéch v gitomnosti 10 pl
gentamicinu
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Tabulka 9. Akumulacé*in-DOTA-oktreotatu v ledvinnych bkéch v pitomnosti

gentamicinu
Radioaktivitav |  Pfepcitena on widand  Akumulace (% D)
Vzorky burgené frakci raioaktivita 1%2\:%3”9 Hod PAmer + SD
39479,3 19739,7 27522, 11L 0,717}
kontrola 49391,7 24695,9 27522,11L 0,897 0,776+ 0,086
39252,6 19626,3 27522, 11L 0,713
43600,5 21800,3 27522,11L 0,797
gentamicin 2,5 mM 35757,2 17878,6 27522,11L 0,65( 0,666+ 0,096
30701,2 15350,6 27522,11L 0,554
31570,7 15785,4 27522,11L 0,574
gentamicin 8 mM 35164,5 17582,3 27522,11L 0,6390,672+ 0,096
44185,5 22092,8 27522,11L 0,804
1% pidané davky je 1% vlozené aktivity standard
1 _
~
20,9
2
—. 0,8+ }
: | |
50,7~
0 0,6 l l
X
(=)
o 09
(&S]
$0,4-
>
Eo03-
X
< 0,2-
0,1+
0 I 1
kontrola gentamicin 2,5 mM gentamicin 8 mM

Graf 10. Akumulacé*in-DOTA-oktreotatu v ledvinnych bkéch v giitomnosti 30 a 100 pl
gentamicinu
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5.8 Akumulace **in-DOTA-oktreotatu s lysinem a maleatem

Nésledujici tabulka obsahuje vysledkyieni pfibshu akumulacé'in-DOTA-oktreotatu
s lysinem a maleatem v ledvinnychilkéch — 100 pl lysinu o ¢ = 1 mol/l (fin&lni konc. —
0,1 mol/l), 176 pl maleétu o ¢ = 145 mmol/l (findkonc. — 22 mmol/l).

Tabulka 10. Akumulacé*in-DOTA-oktreotatu v ledvinnych bkéch v pitomnosti
lysinu a maleatu

Vzorky bursené frakei| raioaktivita | 1 /?jg:iane Hod Pimer < SD
5167,8 2 583,9 7 049,54 0,367
kontrola 6 888,3 34442 7 049,54 0,489 0,441+ 0,053
6 592,5 3 296,3 7 049,54 0,468
4 464,0 2232,0 7 049,54 0,317
lysin 0,1 M 3361,8 1680,9 7 049,54 0,234 0,254+ 0,046
2934,1 1467,1 7 049,54 0,208
3516,6 1758,3 7 049,54 0,249
maleat 22 mM 3 815,3 1907,7 7 049,54 0,271 0,265+ 0,011
3 869,8 19349 7 049,54 0,274
1% pidané davky je 1% vlozené aktivity standard
__ 0,6+
4
>
%
o] 0,5 ] ‘|'
€
<04 J
()
N
—0,3 1
3 | -
E |
>
£ 0,2+
>
X
<
0,1+
0
kontrola lysin 0,1 M maleat 22 mM

Graf 11. Akumulacé*in-DOTA-oktreotatu v ledvinnych bkéch v pitomnosti lysinu a
maleatu
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5.9 Porovnani akumulace*in-DOTA-oktreotatu v p Fitomnosti gentamicinu,
albuminu, maleatu a lysinu

120,00
[%]
100,001
80,00
60,00

40,00-

20,00

0,00

kontrola  gentamicin 8 albumin 0,5 maleat 22 mM lysin 0,1 M
mM mM

Graf 12. Inhibice akumulacéin-DOTA-oktreotatu v fitomnosti gentamicinu, albuminu,
maleatu a lysinu
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5.10 Akumulace In-DOTA-oktreotatu p Fi inkubaci za nizkych teplot

Nésledujici tabulka obsahuje vysledkyieni pfibshu akumulacé'in-DOTA-oktreotatu
v ledvinnych buikéach i teplot 1-2°C a 5-6°C.

Tabulka 11. Akumulacé*in-DOTA-oktreotatu v ledvinnych bkéch v zavislosti na
nizkych teplotach

i ivi Prepaitena
Teplota pi Radv|(v)al,<t|V|ta¥ P tivita, | 120 Aidané Akumulace (% D) | procentualn
inkubaci burcné frakei) - rajoaktivita davky | Hodnoty| P&amer+ SD| Vvyjadreni
" (cpm) (cpm/1Cbb) y er £
1120,3 560,2 14103,7p 0,040
918,6 459,3 14103,72 0,033
- o 3 i 3 3 +
1-2*C 1173,3 586,7 14103,7p 0,042 0,038+ 0,003 15
1029,7 514,9 14103,7p 0,037
870,2 435,1 1427474 0,030
R 1347,3 673,7 1427474 0,047
56°C 1288,7 644,4 14274,74 0,045 0,041+ 0,006 20
1155,8 577,9 14274,74 0,040
6171,4 3085,7 14103,7p 0,219
37°C - kontrolg 6493,9 3247,0 14103,7p 0,230
k 1-2°C 8051,8 4025,9 14103,7p 0,285 0,249+ 0,026 100
7382,8 3691,4 14103,7p 0,263
5610,3 2805,2 1427474 0,197
37°C - kontrolg 6016,9 3008,5 14274, 74 0,211
k 5-6°C 5873,9 2937,0 14274, 74 0,206 0,203+ 0,00 100
5678,2 2839,1 1427474 0,199

1% pridané davky je 1% vloZzené aktivity standard
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Graf 13. Zavislost akumulacEin-DOTA-oktreotatu v ledvinnych bkéch na teplat
(100% = akumulace ve vzorcich inkubovanya3g°C)
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5.11 Akumulace **3-DOTA-oktreotatu v p ¥ftomnosti lysinu

Nésledujici tabulka obsahuje vysledkyieni pfibshu akumulacé®?1-DOTA-oktreotatu s

lysinem v ledvinnych bitkach - 100 pl lysinu o ¢ = 1 mol/l (finalni konc0:A mol/l).

Tabulka 12. Akumulacé®l-DOTA-oktreotatu v ledvinnych blkdch v gitomnosti

lysinu
Radioaktivita \j Prepcaitena ” , Akumulace (% D
Vzorky bunsené frakei| raioaktivita 1%(; ;,Iliane ( 5} )
(cpm) (cpm/1(6 bb) avky Hodnoty | Péimér + SD
4 824,7 24124 10 933,889 0,221
kontrola 5607,4 2 803,7 10 933,889 0,256( 0,297+ 0,084
9 059,8 4529,9 10 933,89 0,414
3614,7 1807,4 10 933,889 0,165
lysin 0,1 M 6 160,4 3080,2 10 933,889 0,282( 0,211+ 0,051
4 060,8 2030,4 10 933,89 0,186

1% pridané davky je 1% vloZzené aktivity standard

0,45
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~
|

0,35+

o
w
I

0,25 [

o
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—

0,15+
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o
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|

0,05+

kontrola lysin 0,1 M

Graf 14. Akumulace®-DOTA-oktreotatu v ledvinnych blidch v gitomnosti lysinu
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5.12 Porovnani akumulace**in-DOTA-oktreotatu a *1-DOTA-oktreotatu
Vv pritomnosti lysinu

— 0111In-DOTA-oktreota

— B 1251-DOTA-oktreotat

0,000 | | |
kontrola lysin 0,1M

Graf 15.  Srovnani vlivu lysinu na akumulaétin-DOTA-oktreotatu &*1-DOTA-
oktreotatu v pitomnosti lysinu
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6 DISKUZE
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U ziskané suspenze ledvinnych Bkinjsme zji§ovali jejich Zivotnost pomoci testu
s trypanovou mad. Po gidani tohoto barviva k buiné suspenzi dochazi kgmiku barviva
do burgk. Ty buiky, které maji intaktni membranu, nejsou zabarveeyto z toho dvodu,
protoZze maji zachovanou schopnost aktivniho eflbanviva z intracelularniho prostoru.

Zivotnost buik se v nasich experimentech pohybovala mezi 85%.95

V nasich pokusech jsme néjke sledovali akumutai transportni studie s vyuzitim subsirat
s dol¥e definovanym chovanim v ledvinachéMjsme k dispozici sachar6zu a metylglukozu
znaiené uhlikent“C, jejichZ ledvinné charakteristiky jsou v odbotitératiie dolfe popsany.
Pribéh akumulace metylgluk6zy v zavislosti na éolnkubace jsme zkouSeli jak u
izolovanych potkanich ledvinnych biky tak u exokrinnich pankreatickych nadorovych
burgk potkana. Je znamo, Ze influx metylglukozy v ledwich buikach je aktivni a probiha
pomoci penaSeéi pro glukézu. Na rozdil od glukézy neni metylglukdz buice
metabolizovana a négnasi se usnadmym transportem z kiky. V naSem pokusu jsme tento
piedpoklad dokazali. Akumulace metylglukozy v ledvjon buikach se postugnzvySovala

a nejvyssiho naéstu dosahla veiitaté minué. Pankreatické biky AR42J akumulovaly
metylglukdzu vyrazé mérg, nalezené hodnoty se pohybovaly o jetkeh nize nez vifpac
ledvinnych buik. Akumulace v pankreatickych tik&ch ve srovnani s ledvinnymi byla tedy
relativré nizka, coz Ize vysitlit vysokou kapacitou ledvinnych beik pro transport glukézy,

ktera je nutna k jeji fyziologické reabsorpci viethych tubulech.

Akumulace sachar6zy byla v ledvinnychinkéch velmi mala. Potvrzuje to tedy teoreticky
piedpoklad, Ze f@chod sachar6zy do bdln by nel probihat jen pasivni difuzi. Nast
koncentrace sachardzy vitkéich v porovnani s metylglukézou byléhem inkubace
minimalni. Maximalniho uptaku bylo dosazeno veaté minu¢ inkubace a to hodnoty
0,042% z davky. Hodnota v 1. miguinkubace se vyzraje velkym rozptylem hodnot.
Velkd snérodatna odchylka k dané hod#atypovida o menSifpsnosti nebo chybmereni,

vyplyvajicich z kratkéhg@asoveho intervalu a nizkych hodnot akumulace.

Déle byly experimenty zag#teny na studium transportiin-DOTA-oktreotatu &23-DOTA-
oktreotatu, dvou latek ze skupiny recept@rospecifickych analogy somatostatinu, do
ledvinnych  bugk. Akumulace in-DOTA-oktreotatu v ledvinnych likdch se
s pibyvajicim mnoZstvim buik zvySovala a nejvySSich hodnot bylo dosaZefomgjvétSim

mnozstvi buik tedy ve 3 milionech buwk. Zavislost aktivity na p&u burek je linearni.
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Line&rni je také zavislost aktivity na mnozstvi élao peptidu, kdy i pétindsobném zvySeni

peptidu 2, 10 a 50 pl vzrostl&tgrat i aktivita akumulovana v lidach.

Pribsh akumulace™in-DOTA-oktreotatu byl sledovan vfpomnosti albuminu, latky, kterd
je do ledvinnych buk transportovana komplexem megalin/kubilin &lanby s analogy
somatostatinu soétit o tento transportni membranovy systém. NaS&edky tuto skuténost
casténe potvrzuji, protoze vifitomnosti 100 pl albuminu o koncentraci 5 mmoiithéfni ¢ =
0,5 mmol/l) byla akumulace snizena na 70% v porove&@kumulaci peptidu v némmnosti
daného albuminu. Jinych vysladksme dosahli viitomnosti 20 pl albuminu, tedy s 5x
mensi koncentraci, kdy se nam akumulace naopaklaiyédx, coz Ize jen obtiZnvyswtlit.

Je mozné, Ze malé mnozstvi albuminu paradogadporuje uptake peptidu a aktivuje
pienaSeéovy systém. Tato hypotéza vSak nebyla v ZadnycHiistu zatim zkoumana ani

potvrzena.

Mira kumulace*in-DOTA-oktreotatu v izolovanych ledvinnych itkédch byla sledovana i
v pfitomnosti gentamicinu, aminoglykosidového antilkiati které ma vysokou afinitu k
megalinu. Teoreticky by #h tedy kompetitivié snizovat vstup oktreotatu do ledvinnych
burék. Akumulace se v naSich pokusech vyraznesnizila. | p vy3Sich davkach
gentamicinu, 100 ul a koncentraci 84 mmol/l (finan= 8 mmol/l), byla akumulace snizena
jen o necelych 15%. iP vysSich koncentracich by jiZz mohlugobit toxicky @&inek
gentamicinu a mohl by tak sniZovat Zivotnost &durNa zaklad naSeho pokusu se tedy neda

stoprocentd potvrdit moZnost pouZziti gentamicinu k inhibicitake oktreotétu.

Lysin je klad nabitd aminokyselina, ktera se uziva ke snizovamalniho uptake pepfid
Brani tedy prostupu pepfidpies membranu bik proximalniho tubulu, tim sniZzuje jejich
glomerularni filtraci a tubularni reabsorpci (Bresama kol. 2001). Podobnym mechanismem
pusobi i maleat (Behr a kol. 1998). V naSich expentaeh jsme tento fakt dokazali, protoze
akumulace daného radiopeptidu seftgmnosti lysinu i maleatu snizila na 60% v poravina
s akumulaci bezifiomnosti danych latek.

Inkubaci v ledové lazni za teplot 1-2°C a 5-6°C gsprokazali aktivni povahu transportu
"n-DOTA-oktreotatu. Za nizkych teplot probihaleptup do bugk minimalns aZz na 15%
vzhledem ke kontrole inkubované g7°C.

U akumul&nich studii s**3I-DOTA-oktreotatem jsme pozorovali iiséh akumulace tohoto
peptidu v pitomnosti lysinu. V pipac lysinu byla akumulace snizena na 70%. Lysin v tomt

pripads inhiboval transport méme? v pipads *in-DOTA-oktreotatu.
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V porovnani s'*in-DOTA-oktreotatem je akumulac&3-DOTA-oktreotatu piblizng 1,5x
mensi. Mohlo by to byt Zsobeno tim, e se metabolicky proddkl-DOTA-oktreotatu -
jodovany tyrosin uvdiuje z buiky, kde?to aminokyseliny s radiokovy, fapin, zistavaji
zachyceny v bitkach (Behr a kol. 1998).
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7 ZAVER

57



Test viability pomoci trypanové miidpotvrdil vysokou Zivotnost butného preparatu.
Buné¢na suspenze byla tedy vhodna pro vlastni experim@&kumulani studie radioaktivi

znaené sacharozy a metylglukdzy potvrdila fakta, ktevadiji u metylglukdzy aktivni
transport a u sachar6zy pouze transport pasivazidifim jsme potvrdili funknost nasich
burgk.

Pii pokusech s radioaktignznaienymi peptidy, konkréth u **in-DOTA-oktreotatu, byl
potvrzen jejich aktivni transport do izolovanychdiennych bugk, neba pii inhibici
energeticky zavislych procesizkymi teplotami byl jejich uptake vyrazmizsi. Byla zjis&na
linearni zavislost miry ledvinné akumulace na mbhdZzgpeptidu a na pau burek.

V piitomnosti vysSi koncentrace albuminu byla akumulabeu receptoray specifickych
peptidi snizena. To by mohlo vypovidat @asti endocytarniho membranového systému
megalin/kubilin na transportu, protoZe albumin jédtn mezi substraty tohoto systému a
muze sowtZit s jinymi latkami pi transportu. Avsak i pouZziti mensiho mnoZzstvi albuminu
nastalo naopak zvySeni akumulace. Tento vysled&de reatim nijak vysgtlit. Akumulace
téchto radiopeptil byla také snizena wipomnosti lysinu a maleatu. Tyto latky jsou
popsanymi inhibitory aktivni endocytézy v ledvinhytubulech. Naproti tomu dalSi znamy
substrat nehalinového systému — gentamicin — akaghuyznamsi neovlivnil.
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8 ABSTRAKT

Cil: Diplomova préace byla zafifena na vyuZiti izolovanych potkanich ledvinnych &uke
studiu transportnich mechanignvybranych receptorav specifickych peptid ze skupiny
analogi somatostatinu zganych vhodnymi radionuklidy **in-DOTA-oktreotatu a*?3-
DOTA-oktreotatu. Byl proveden pokus s vybranymi mlodymi latkami sachardézou a
metylgluk6zou jako markér pasivniho a aktivniho transportu. aB¢h akumulace
metylglukdzy byl zkouSen v ledvinnych a pankreatak buikach. Dale byla studovana
akumulace radiopeptidv picitomnosti potencialnich inhibitdy které by mohly snizit retenci

danych radiopeptida tim i klinicky nezadouci radiotoxické poSkozksuvin.

Metody. 1zolované ledvinné hiky potkana byly ziskany kolagenazovou metodou.
Pankreatické exokrinni potkani iky byly ziskany z bu&né linie nadorovych buk.
Zivotnost bukk byla zjis&na testem s trypanovou nitdMira akumulace modelovych latek
byla porovnana s mirou akumulace danych radiopéeptith-DOTA-oktreotatu @%3-DOTA-
oktreotdtu. Povaha transportu byla sledovana i izkyoh teplot. Megalin/kubilinovy
membranovy transportni systém byl studovan pomegichj ligandi (nag. albumin,
gentamicin), které by kompeticitiptransportu mohly inhibovat akumulaci zkoumanych

radiopeptid.

Vysledky. Zivotnost bugk byla dostaténé vysokd. Akumulace sachardzy v ledvinnych
bunkdch byla vyznamh nizSi nez u metylglukdzy. Akumulace metylglukozy
v pankreatickych htkach ve srovnani s ledvinnymi fdcami byla ofad nizsi. Inkubace za
nizkych teplot (1-2°C, 5-6°C), kterd inhibuje akivtransportni mechanismy, vedla
k vyraznému sniZzeni uptake studovanych radiopéptidoritomnosti danych inhibitdr byla

akumulace sniZzena. Se zvySujicim sét@m burk ¢i mnozstvim pidavaného peptidu se

mira akumulace zvySovala.

Zawer: Nizkd akumulace sachardézy dokazéla jen jeji pasikansport. Nizka akumulace
metylglukdzy v pankreatickych Blkach ukazuje, Ze kapacita ledvinnych &upro transport
glukdzy je vyraza vyssi.**in-DOTA-oktreotat a'*1-DOTA-oktreotat jsou pravipodobrE
akumulovany v izolovanych ledvinnych itkéch casté&én¢ aktivnim transportem. To bylo
dokazéano snizenym uptakemi nkubaci za nizkych teplot. Inhigii pisobeni na uptake
danymi inhibitory by mohlo dokazovatast megalin/kubilinového transportniho systému.
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9 ABSTRACT

Aim: Graduation theses was aimed on the use of tHatesbrat renal cells to study of
transport mechanisms of the selected receptor ecifgp peptides from the group of
somatostatin analogues labeled with convenienpradiides -‘*in-DOTA-octreotate >3-
DOTA-octreotate. Experiment with the selected maosldbstances - sucrose amdnethyl
glucoside as markers of active and passive trahsyas executed. Accumulation process of
a-methyl glucoside was tested in renal and panareslls. Further, accumulation of the
radiopeptides was researched in presence of trenttinhibitors, which could reduce to

retention these radiopeptides and thus also cligicgadesirable renal radiotoxic insult.

Methods Isolated rat renal cells were prepared by collage technique. Pancreatic rat
exocrine cells were prepared from cell line tumelisc Viability of cells was tested with
trypane blue. The accumulation rate of model suosm was compared with the
accumulation radiopeptides rat&"in-DOTA-octreotate,J-DOTA-octreotate. Transport
character was also monitored for low temperatuMegalin/cubilin membran transport
system was researched via their ligands (e.g. atbugentamicin), which could inhibit

accumulation of the radiopeptides by competitiotramsport.

Results Cells viability was enough high. Sucrose accutmtawas significantly lower than
a-methyl glucoside in the renal cells. In comparisemethyl glucoside accumulation in
pancreatic cells was lower for degree with rendlscéncubation for low temperatures (1-
2°C, 5-6°C), which inhibits active transport medlsars, caused strong reduction of studied
radiopeptides uptake. The accumulation was loweretthe presence of specific inhibitors.
The accumulation rate increased with increasinig ceimber or quantity of radiopeptide.

Reason Low accumulation of sucrose showed only its pasgransport. Lowa-methyl

glucoside accumulation in pancreatic cells shovet tenal cells capacity for transport of
glucose is significantly highet™in-DOTA-octreotate!*1-DOTA-octreotate are accumulated
partially by active transport in isolated renallgellhis was showed in incubation for low
temperatures. The inhibitive action of inhibitorstbe uptake could demonstrate participation

of megalin/cubilin transport system.
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