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Abstrakt

Cil: Prace byla zattena na studium transportu albuminu in vitro ponakcimul&nich
burg¢nych studii a s vyuzitim dvou typalbuminu - albuminu zr@ného techneciem-
99m a FITC-albuminu zianého fluoresceimi sondou. Satésti prace bylo asteni
optimalni gipravy a hodnoceni kvalitf™Tc-albuminu. Cilem bylo porovnat akumulaci
obou tym albuminu v ledvinnych hikach, zjistit vliv vybranych faktdr na akumulaci
albuminu, stanovit typ mechanismu transmembranovéhansportu albuminu

a zpracovat ziskané vysledky do formy odbornéiteekého séeni.

Metody: Ke zn&eni albuminu techneciem-99 bylo pouZzito optimaleo®ho postupu
za pouziti nizkého pH, vysoké koncentrace albunaimptimalni koncentrace cinatych
ionti. Radiochemické&istota®®™Tc-albuminu byla ofovana chromatografii na pagi
Jako bugc¢né in vitro modely byly pouzity izolované nativrddvinné biiky potkana
a standardni linie ledvinnych tubuléarnich Bkirprasete LLC-PK1. V akumuiaich
studiich byl sledovan uptake albuminu v zavislostiteplo, case, slozeni inkuldai
smesi, pritomnosti inhibitoru transportu a byl hodnocen wixperimentalnino modelu.

U LLC-PK1 burek byl téZ testovan vliv staburgk na miru akumulace albuminu.

Vysledky:Kvalita preparatu zr@ného®™™Tc-albuminu byla po ifpraw velmi vysoka,
avSak stabilitni studie ukazala vyznamny poktgstoty kEthem rekolika hodin.
Akumulace albuminu ledvinnymi likami byla anérna pa@tu burek. Akumulani
parametry ®™c-albuminu a FITC-albuminu v ledvinnych ikéch potkana byly
podobné. Mira akumulace albuminu mladymi LLC-PKXikami byla oproti bitkam
starSim gkolikanasoba mensSi. Experimenty s potkanimiikami ukazaly pblizné
3x vys&i uptaké®™Tc-albuminu neZ u bk praseéich. Ri inkubaini teplo 2 °C klesl
uptake obou tyfp albuminu potkanimi hikami piblizné na 20 — 25% ve srovnani
s inkubaci g 37 °C.

Zawr: Vysledky akumulanich studii dosazené saba typy albumif jsou srovnatelné
a pro studium transportu albuminu in vitro jsou Xgelné oba typy. # pouZiti
buréénych linii je ¥eba brat v Gvahu jako faktor oulwujici transport st& burgk a typ
pouzitého modelu. Aktivni transportni systémy neimot u mladych buk jese
adekvatg vyvinuty. Nativni butky mohou vykazovat vySSi aktivitu transportniho
systému pro proteiny. Vysledky potvrzuji, Ze uptateuminu v ledvinnych hikach

je z velkécasti zaji§ovan aktivnim transportem.



Abstract

Objectives: This thesis was aimed at studying an albumin parisin vitro using

a series of accumulative cell studies with two symé albumin - albumin labelled
with the mentioned radioisotope — technetium-99md aftuorescent labelled
FITC-albumin. Our task was to verify appropriateogedure of albumin labelling
and radiochemical purity. The tasks were also tompmare accumulation
of FITC-albumin and®™Tc-albumin in kidney cells, analyze the impact efested

factors on albumin accumulation and determine albutmansmembrane transport

mechanisms. Next objective was to cast the reguttee form of a scientific statement.

Methods: A low pH, high concentration of albumin and optimuatio of SA" ions.
The radiochemical purity of labelled albumin wagsified by paper chromatography.
Isolated kidney rat cells and standard line of kitubular pig cells were used as cell
in vitro models. Effects of time, temperature, casigon of incubation medium
and transport inhibitors were studied in accumatagxperiments. Connection between

age of cells and albumin accumulation rate wasiatlicht LCC-PK1 cells experiments.

Results:Very pure labelled® Tc-albumin was prepared with decreasing radiochaimic
stability after a few hours. The accumulation dfushin by kidney cells was directly
proportional to the number of cells. Accumulaticargmeters of*™Tc-albumin and
FITC-albumin were similar in rat kidney cells exipeents. Aloumin accumulation rate
in young LLC-PK1 cells is compared to older cekveralfold lower. Approximately
3x higher uptake of’Tc-albumin was observed during rat cells experimenmpared
to pig cells. Accumulations of both albumin typesres decreased to 20-25%

after incubation at 2°C in kidney cells compare@T6C incubation.

ConclusionsFITC-albumin and®™Tc-albumin accumulation studies results are almost
equal and both albumin types are acceptable faunalb transport study in vitro.
Because of transport interference it is importarlbok at cells age and type of selected
model in cell-line experiments. Active transport aimanisms of young cells do not
appear to be appropriately developed. Native celssy have more active protein
transport system. The results confirm that largamanent of albumin uptake in kidney

cells has an active character.
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1. UVOD



Albumin je vhodnym ligandem pro studiungkterych membranovych transportnich
procest v tubuldrnich biikdch ledvin a raze byt refereéni latkou pro zkoumani
transportu jinych latek vyuZzivajicich k transmenmandému penosu do tubularnich
burgk ledvin stejnych mechanismMetod zn&eni sérového albuminu z&alem jeho
citivé detekce v biologickych vzorcich a mozZnogipracovani nagtenych dat
je rekolik. AvSak pro nedostupnost chemikafiiadekvatniho detekiho z&izeni nebo
pro malou citlivost stanovenftigpraci s nizkymi koncentracemi neni vzdy moznézgou
pro experimentalni studie jakykoliv typ ziemého albuminu. Z tohotoudodu bylo
piednttem této rigordzni prace provést Bané akumulani studie in vitro za pouziti
dvou ffizné zna&enych albumin - a to fluorescatné znaeného a albuminu zt@ného
radioaktivie pomoci technecia-99m a porovnat na zaklakanych vysledk jejich

vyuzitelnost pi studiu transportnich mechanigm

V ramci rigordzni prace byla tedy proveddada experimefitstudujicich vliv
raznych faktoti, jako jsou nap razné inkubani parametry (teplota, doba inkubace, vliv
inhibitora aj.), na miru a charakter transportu albuminu doukarnich ledvinnych
burgk in vitro. FrestoZze v odborné literat jiz byly publikovany vysledkyiznych
akumul&nich studii, nebyly dosud ukegrény Zzadné studie porovnavajici endocytarni
transport albuminu v tubularnich ledvinnychnkach u tiznych Ziv@isnych druli
a burtk razného std. Tato skuténost byla jednim z podti pro provedeni
experimeni zangtrenych na stanoveni uptake albuminu v mladych aSistar
ledvinnych buikdch a na srovnani vychytavani albuminu jxik&ch potkanich
a praseich. Navic byla satasti prace fiprava a kontrola kvalityifpravy radioaktiva
zna&eneého albuminu vySenim radiochemickécistoty, protoZze tento parametr

je zasadni pro pouZzitiipraveného radiopreparatu v biologickych experiraent



2. CIL PRACE
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Cilem této rigor6zni prace bylo studovat ledvinngmibranovy transport albuminu
a provest akumutami studie in vitro svyuZzitim fluorescémiho FITC-albuminu
a albuminu zn&ného vybranym radionuklidem — techneciem-99m ansqei dvou
experimentalnich modél nativnich potkanich ledvinnych btkna standardni bwtiné
linie ledvinnych prasgch burgk LLC-PK1. Redpokladem k tomuto vy&gnému cili
bylo pripravit kvalitni preparat albuminu zéeného techneciem-99m a &w jeho

radiochemickouistotu.

Cilem rigorézni prace bylo dale vyhodnotit proveéleaxperimenty a porovnat
navzajem transportni mechanizmy FITC-albuminu®®&Tc-albuminu za tznych
inkubainich podminek a zpracovat tyto vysledky do formybadého ¥deckého
sdleni. Ukolem bylo roviZz vyhodnotit akumukni studie s prasémi buikami
a s potkanimi bitkami s cilem posoudit mezidruhové rozdily a takéopalit vliv stéi

buntk na miru akumulace albuminu.

Dulezitou sowgasti rigordzni prace bylo rovh shrnuti dosud publikovanych
informaci o struktiée albuminu, jeho osudu ¥l¢, funkcich v organismu a vyznamu
pro diagnostiku a terapii. Cilem prace bylo takfragovat pehled znamych Gdaj
0 tubularnim membranovém endocytarnim systémuy Keerodpo¥dny za uptake
proteini v ledvinach.
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3.1 Osud albuminu v &le, jeho funkce a vyznam

Albumin je vkrevni plaz&d nejvice zastoupenym proteinem (dlovéka

55 — 60%). Je syntetizovan jatry aéletje mu pisuzovanarada rozlénych a velmi
podstatnych funkci. Albumin plni néiglad vyznamnou funkci jako ndasizodpoedny

za transport mnoha rozmanitych latek jako jsou bwdity, Ié&civa, hormony, vitaminy,
mastné kyseliny, bilirubingi nekteré ionty nap C&* nebo Mdg*. RovrsZ stoji

za gripomenuti udrzovani onkotického tlaku a krevnihgeotu ¢i jeho acidobazick&
pufrani a antioxidani aktivita. Nasledujici kapitoly by &y piiblizit osud albuminu
v téle od jeho syntézy, ips metabolizmus aZ k degradaci tohoto proteinuu Zsie

sumarizovany vsSechnyubkbzité funkce albuminu i mozné klinické vyuziti e@éého

albuminu v praxi a jeho vyznam pro diagnostiku &ieénejen renélnich onemagn

(Birn a Christensen, 2006).

3.1.1 Struktura albuminu

Lidsky sérovy albumin (dale jen HSA) je tem jedinym polypeptidovyntettzcem

o délce 585 aminokyselin a molekulové hmotnosti566 Da. Jedna se o zapérn
nabitou flexibilni molekulu, jejizetzec obsahuje hodnnabitych residui — lysinu,
argininu ¢i kyseliny glutamové. Na druhou stranu jerezci jen malé mnoZstvi

tryptofanovych a methioninovych zbytkPeters, 1996).

Molekula albuminu (obr. 1) je uspadana do série ékolika Sroubovic
(a-helixa) a je wusptadana v prostoru a udrZzovana ve svém tvaru pomoci
17 disulfidickych niistki. Prostorové usgadani vytvéi subdomény po féch
sousedicich, paral@lruspdadanych Sroubovicich. Par protilehlych subdoméwaiit
pak doménu. Vysledkem je pak cylindricka struktoralekuly s hydrofobnim jadrem

a polarnimi okraji (Doweiko a Nompleggi, 1991)
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Obr. 1. Struktura molekuly albuminuziZeme na ni rozlisit 3 hlavni domény, které jsou
dale rozleneny do subdomén A a@asti molekuly, které se vyskytugzhe
v usp@adania-helixu, jsou znazoemy tmay Sed. Disulfidické nistky jsou vyznény

swtle Sedou barvou (Carter a Ho, 1994).

Terciarni struktura HSA byla zj&ta pomoci rentgenové krystalografie — jedna
se o srdcovitou molekulu o rozmech 80x 30 A (tzn. 8x 3 nm). Jednotlivé domény
molekuly jsou uspigdany do elipsoviteho tvaru (obr. 2), ktery zajjg nizkou
viskozitu molekuly. Molekula je velmi flexibilni pruzna a mize nenit tvar v zavislosti
na okolnim prosedi a na vazb ligandi, disulfidické nmistky ji na druhou stranu
poskytuji dostat@ou pevnost. K denaturaci molekuly proto dochaziuzeo
za drastickych nefyziologickych podmineki pméné pH, teplotyci vlivu chemikalii

¢i ionta (Carter a Ho, 1994).
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Obr. 2. Elipsovité usp@dani domén v prostoru v molekule albuminu

3.1.2 Metabolizmus albuminu

Koncentrace HSA je dana pémm syntézy a degradace albuminu a také jeho
transportem intravaskularnim a extravaskularnim storem. Zdravy ¢lovek

mé 3,5 — 5,0 g albuminu na kilogragtetsné hmotnosti. V plazérje obsaZzeno asi 42%

z celkového mnozstviCast albuminu je vazana v tkanich a je nedostupa&mavni
ob¢h. Pongrné velké mnozstvi albuminu (120 — 145 g / den) jeudglano

do extravaskularnich prostor &ephazi zpt do krevnihorecisté lymfatickou drenazi.
Cast albuminu je také vytovana do gastrointestinalnino traktu (dale jen GIT)
kde je rozkladan na peptidy a aminokyseliny, kigs@u nasledé opst vstebavany
(Nicholson et al., 2000).

3.1.2.1 Distribuce albuminu #é

Distribuci albuminu v kompartmentech organizmu Idetailrt zkoumat a popsat
pomoci injekné podaného radioaktién znateného albuminu. Graf zavislosti
koncentrace albuminu v plazmna case (obr. 3) demonstruje vyrazny pokles
koncentrace albuminu po injgkim podani (kvka S1) — to je dano transkapilarnim
piechodem albuminu (TCER) rychlosti 4,5% za hodindistribiénim pola&asem
15 hodin. Kivka EV zn&i narist extravaskularniho albuminu. Na grafu je patet®
treti, mér strma exponencialnifivka (kiivka S2), vyjadujici casténé odbouravani
albuminu rychlosti 3,7% za derdistribnim pola@asem 19 dni, které jde ruku v ruce
s mirou vlastni syntézy albuminu (3,8 % za den).. @bukazuje pehledré distribuci
albuminu u zdravého 70 kg muZe. Zobrazku je tale@rng, Ze pouze 60%
extravaskularniho albuminu tioalbumin, ktery niZze zg@t prechazet do cévniho

recists. Zbytek tvdi vySe zmikiny nedostupny albumin v tkanich (Peted996).
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Obr. 3. Eliminace albuminu po i.v. aplikaci
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Obr. 4. Distribuce albuminu u zdravého muze

Mechanizmus girchodu albuminu do extravaskularniho prostorespkapilary
se ESil v poslednich letech nemalému zajmu z hlediskzkwmu. Starlingova teorie
iikd, Ze mira pmiku albuminu pes kapilarni s$hu zavisi na permeabiitstny
a na hydrostatickém a onkotickém tlaku na obounéth kapilarni shy (Ganong,
1995).

Zda se, Ze polovina albuminu prochazi fenestrovatkgampilarami (tenké sevo,

pankreas, nadledviny...), polovina prochazi defepgatrymi kapilarami
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a to pravdpodobré aktivnim transportem. Albumin se vaze na povrchoegeptor
zvany albondin, ktery je ve z&r@ém pdtu piitomen na povrchu kapilar s vyjimkou
mozku. Mira transportu e byt zvySena vazbou mastnych kyselin s dlouhtzci
na albumin, jeho kationizaci nebo glykosylaci. Mdsjici tabulka ukazuje miru

distribuce extravaskularniho albuminu do jednotivyasti tla (Peters 1996).

Podil télesné hmotnosti Podil celkového extravaskularniho

Organ (%) albuminu (%)

Kuze 18.0 41

Svaly 45.5 40

Streva 2.8 7

Jatra 41 3
Podkozi,

atd. 8 9

Tab. 1. Distribuce extravaskularniho albuminu vamgmu

3.1.2.2 Syntéza albuminwilet

Syntéza albuminu probiha u lidi vyhr&dm jatrech a ihned po syntéze je albumin
vyplaven do krevnihaecisté. Mira produkce albuminu zavisi na vy&ia zdravi
konkrétniho jedince a pohybuje se v rozmezi 12 -g2fen™. Dle poteby miZe byt

syntéza zvySena 2 — 2,7 nasdMiiller et al., 1951).

Albumin miZze byt syntetizovdan za vhodnych nétich, hormonalnich
a pedevsim osmotickych podminek. Pfakoloidni osmoticky tlak intersticialni
tekutiny obklopujici hepatocyty je ndijezitéjSim regulatorem syntézy albuminu.
DalSim faktorem je dostatea koncentrace mRNA. Nemoc nebo sniZzend genova
transkripce zafi¢inéna proteiny akutni faze fg¢devsim interleukinem-6 (IL-6) a tumor
nekrotizujicim faktoreme. (TNF- ), sniZzuje koncentraci mRNA. SniZzenou transkripci
muze také vyvolat poskozeni hepatdcytetrachlormethanem. Ro&h hormonalni
prostedi ma vliv na koncentraci mMRNA niapnzulin je nezbytny pro spravnou syntézu

albuminu. Diabetici maji snizenou tvorbu albumikigra se zlepSuje podanim inzulinu.
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Na druhou stranuistovy hormon a steroidni hormony podané in vitronficétré
nap. kortikosteroidy) zvySuji syntézu stimulaci genargnskripce. Tento efekt je j&St

umocren v kombinaci s inzulinem nebo aminokyselinami (Milson et al., 2000).

Z hlediska nutdniho je nezbytny ijjem proteiri. Jejich malnutrice vydsije
ve vyrazny pokles syntézy albuminu (az o 50 — 6@pakobeny disagregaci polyzém
Po ogtovném gijmu proteirii ¢i aminokyselin se polyzomy épreagreguji (De Feo at
al., 1992). Je vSak zajimave, Ze dochazi &mmé reagregaci polyzaim take
pii samotném Hijmu glukozy, coz mze mit spojitost siffmem energie, ktera e mit
v reagregaci polyzotn mnohem w¥Si vyznam nez ifljem samotnych bilkovin.
Reagregaci mohou #pobit také samotné aminokyseliny tryptofan a zepn@ak
ornitin, produkt meoovinového cyklu, ktery se na rozdil od tryptofanezalenuje
do struktury albuminu. To ukazuje na skumest, Ze ornitinovy cyklus tize hrat
v syntéze proteiih pomérné vyraznou roli (Oratz et al., 1983). Tab. 2 shrnuje
nejpodstatyjSi faktory snizujici syntézu albuminu.

Trauma, sepse (cytokininy)

Diabetes

Snizeni genové transkripce . . ,
9 P Snizend hladinaistového hormonu

Snizena hladina kortikosteroidnich
hormoni (in vitro)

Disagregace ribozoni Pist, predevsim deplece protdéin

Tab. 2. Faktory snizujici syntézu albuminu

3.1.2.3 Degradace albuminu

U dosgleho jedince se odboura vipnéru 14 g za den, coz je 5% celkového denniho
albuminu. Albumin je degradovan veétsin¢ organi, nejvice pak ve svalech a uA
(40 — 60%). Jatra rozlozi m&nez 15 %, ledvinami a Zaludkem se vyibokolem 10%

celkového denniho albuminu (Yedgar et al., 1983).
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Mechanizmus degradace $p@ ve vazbB albuminu na scavengerové receptory
endotelu oznsované jako gp 18 a gp 30, v proniknuti do &uwe fornme endocytarniho
vaku a splynuti slyzozomy. Tyto receptory vazouedevsSim pozrneny
¢i denaturovany albumin — takovato modifikace je nalgm pro receptory
zprostedkovanou lyzozomovou degradaci. ¢lth modifikace vSak iize albumin
od degradace chranité@ se tak pedevSim u vazby s mastnymi kyselinami s dlouhymi
fetzci (Schnitzer a Bravo, 1993).

3.1.2.4 Metabolizmus albuminé pavazném patologickém stavu

Patologicky stav snizuje distribuci mezi intra- gtravaskularnim kompartmentem,
rovréZz je ovlivnéna syntéza a degradace proleirKoncentrace albuminu v séru
se sniZzuje a #ni se i kinetika albuminu ve srovnani se zdravyedinci. Zngny
v distribuci jsou zpisobeny dysfunkci endoteliarni bariéry, ktera vede ztratam
proteini a tekutin kapilarami do intersticia. Po operacgrdce niZze byt pfinik
albuminu kapilarami zvySen az o 100%, u septick&bku az o 300%. K mediaton

tohoto prosakovani patzejména (Nicholson et al., 2000):
 endotoxiny gramnegativnich bakterii

* cytokiny — TNF 4, IL-6

» metabolity kyseliny arachidonové — leukotriengrastaglandiny
» komplementové komponenty C3a, Cha

« ostatni vasoaktivni peptidy - bradykinin, histami

» chemokiny — makrofagovy protein zén 1 o

Transkripce albuminové mRNA a syntéza albuminuijepptologickém stavu
(konkrétre pti odpowdi na trauma, za ¢i sepsi) snizena na ukor zvySeni transkripce
a syntézy proteinakutni faze, jako jsou C-reaktivni protein (Moshag al., 1987).

Degradace seippatologickych stavech také sniZzuje, nélse jedna o proces
amerny celkovému mnozstvi albuminu. \kierych gipadech vSak byl zaznamenan
pii zvySeném transkapilarnim Uniku albuminu tslr jeho degradace. Je velmi
pravdEpodobné, Ze kapilarni endotel ma velky vliv na dédgci albuminu. Experimenty

na zvfatech bylo také prokazano, Zze ve tkanich, kteras jsejvice zapojeny
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do degradace albuminu, jsou fenestrované kapildtyonkapilary s nepravidelnou
endoteliarni sinhou (Yedgar et al., 1983).

3. 1. 3 Proteinurie jako marker poskozeni ledvin

Hladiny albuminy v plazf i v mcgi jsou dilezitymi prognostickymi ukazateli nejen
z hlediska renalniho onemagemn. Vysledna koncentrace albuminu vénge vysledkem
glomerularni filtrace a nasledné tubularni reabserty zdravéhd@lovéka neni za den
vylouceno vice nez 20 mg albuminu ze 70 kg, které &eprojdou ledvinami
(Nicholson et al, 2000). Dysfunkce glomerularnitréite a nasledné tubularni
reabsorbce fi¥e vyustit ve zvySenou exkreci albuminu a jak pagkd glomerulu,
tak naruSena reabsorbce fpahezi zavazné problémy vedouci k proteinurii. &0
tubuldrni  koncentrace albuminu (i jinych prot@inindukuje zvySenou expresi
vazoaktivnich peptitl a latek podporujicich vznik z&u a fibrézy (Pollock a Poronnik,
2007).

Albuminurie je dilezitym rizikovym symptomem a ukazuje na moznouahen
¢i kardiovaskularni poruchu. V poslednich 10 leteettaké potvrdily donimky o tom,
Ze zvySena koncentrace albuminu v ledvinadlzensama o s@bzhorSovat progresi
onemockni. Studie ukazuji, Ze albumin indukuje expresrifibgennich a zatlivych
mediatofi v ledvinach. Také se zda, Ze zvySena glomeruléitndce zpisobuje
nadngérnou tubularni reabsorbci a to vede krozvoji &ana fibrozy, pipadré
az k renalnimu selhani. Vypada to, Ze zvySdiftamnost fragmeritalbuminu koreluje
s degradaci tubfila Ze tubularni reabsorbce ma hlavni roli ve vztatezi albuminem
a jeho moznym patologickym vlivem na strukturu akiti ledvin. Mnoho studii take
doswdcuje skutenost, Ze jakmile dosdhne renalni poSkozedit@ho stups, prestava
byt mira poSkozeni renalnich funkci zavisla nadakt ktery toto poskozeni vyvolal.
Z téchto mnoha zavaznychidodi je proto prevence,ifpadré samotna kompenzace
proteinurie {i konkrétre albuminurie), dlezitym faktorem z hlediska zabram

zhorSovani ledvinnych funkci (Birn a Christensed&).
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3.1.4 Funkce albuminu

vvvvvv

Vtéto kapitole jsou zmimy nejdilezit¢jSi funkce a vyznam albuminu
pro organizmus. Stale se objevuji nové studie dizfiéi jeho vyznam u mnoha poruch
¢i onemocrni. Nejnowjsi vyzkumy prokazuji zlepSeni neurologickych funfisnizeni
rozsahu infarktu myokardu a mozkového edému popkiwodu albuminu. Jiz idve
bylo potvrzeno pouziti albuminu vdé vazre nemocnych a pacieitv pooperanim
stavu¢i se sepsi. fednttem vyzkumu také istava cytoprotektivni fiinos albuminu
zvySovanim shlukovani protektire dokosahexaenové kyseliny (DHA) a asi i jinych

polynenasycenych kyselin (Das, 2008).

3.1.4.1 Onkoticky tlak

U zdravych jeding prispiva albumin 80% k udrZzeni normalniho onkotickétaku
cca 25 mmHg. Je to zejména jeho vysokou molekuldvootnosti a jeho koncentraci
v plazne. Prestoze je molekulovd hmotnost albuminu (66,5 kDajog nez polovinu
mensi nez @imérna hmotnost globuliin (cca 147 kDa), i@sto je jeho finos nejvyssi.
60% onkotického fsobeni je danoipmo jeho hmotnosti a koncentraci, zbylych 40%
je vysledkem jeho zaporného naboje, kterjtapuje a intravaskula#n zadrzuje
rozpuséné, pozitivié nabité ¢astice (Gibbs-Donndiv efekt). Vzhledem k velkému
distribwtnimu objemu albuminu, jeho rozpustnosti ve &adnegativhimu naboiji, hraje

také vyznamnou rolifptransportu tkaovych tekutin (Nicholson et al., 2000).

Vazre nemocni pacienti maji snizeny onkoticky tlalagto okolo 19 mmHg),
ktery je spojen s vySSi morbiditou a mortalitou. pacienti s onkotickym tlakem
15 mmHg nfize byt mortalita az 50% (Tonnesen et al., 1977)akani albuminu takto
nemocnym zvySi onkoticky tlak krve aude pFedejit potencionalnim fatalnim
komplikacim, jako jsou plicni edém ve spojitostvysojem respiréniho selhani.
Objevuji se vSak iitkazy u kriticky nemocnych paciense sepsi, u nichz je plicni
dysfunkce nezavisla na hodaamnkotického tlaku (Kohler et al., 1981).

3.1.4.2 Vazba a transport latek

Molekula albuminu velmi flexibilni, a proto umidje vazbu mnohaiznych slodenin,
které mohou byt 8lenény do struktury. Pewji jsou k albuminu vazany igdre velké
hydrofobni organické anionty¢etn® mastnych kyselin s dlouhynietézci, bilirubinem
a hematinem. Mén hydrofobni a menSi sldaniny jako kyselina askorbova nebo
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tryptofan jsou vazany specificky, ale s mensi #ini Podstatna pro vazbutge byt
také chiralita slotenin (nap. L-tryptofan je vazéan sifii nez D-tryptofan).
Jednomocné kationty se na albumin nevéaZou, zatimbemé jako C& a Md¢f* ano.
Albumin ma silre negativni naboj a vazegrevsim bazicka &&va. Neda se to vsaikci
jednoznéné, protoZe gktera I€iva se na albumin vazi igs svoji aciditu. K albuminu
se vazi i jiné dlu vlastni slodgeniny jako Zldové kyseliny, eikosanoidy, &, zinek,
folat ¢i kobalamin. Albumin je také ipnaséem latek, které maji jiné specifické
proteinové penaseée nap. steroidy. Ty maji sice nizkou vazebnou afinitallluminu,
kterd umo#uje jejich snadné vyvazani zvazby, ale vzhledemydoké sérové
koncentraci albuminu, maji velkou vazebnou kapacite vSak nutné si ggomit,
Ze \&tSina experimerit prokazujicich vazbu latek k albuminu byla prodmal in vitro
a je tudiz obtizné &ht z €chto pozorovani za@&y na vaznost in vivo. Teprve
v poslednich letech se ¢&adi prosazovat nové moderni experimentalni techijéio
DNA sekvenovani, fluorescentni emiseentgenova difrakce (Peters, 1996).

Vazba I€iv na albumin ovliviuje jejich distribuci do tkani, farmakologickou
aktivitu, jejich metabolizmus a eliminaci. Da &ei, Ze mirou této vazby ovliwje
albumin osud l&v v téle. Reverzibilg vazana l&va slouzi jako rezervoary, z kterych
se I|&ivo uvoliuje, jestlize hladina volného dé&a klesne vlivem metabolismu
a vyluovani. Takto je prodlouzenaigobeni léiva v organizmu, ale sniZuje se jeho
maximalni @inek (Sellers a Koch-Weser, 1977). Sila interakcezimalbuminem
a I&ivem zavisi na jejich koncentraci v plagmpiitomnosti jinych léiv v plazmg
(kompetice o vazebné misto) a také sénimbthem patologickych stdv DalSimi
faktory ovliviwjicimi miru této vazby jsou&k (vazba na bilkoviny klesa), teplota,
pH a iontové prosgedi, které ovliviuje paet vazebnych mist in vitr(Sellers a Koch-
Weser, 1976).

Molekula albuminu obsahuje mnoho vazebnych misti®u (Sudlow et al.,
1975) rozdlil 1éc¢iva do dvou skupin podle dvou vazebnych mist, rexdkse vazou.
Vazebné misto | se ma nalézat v dlouhé @mysubdomény Illa a ma zasahovat
az ke smyce kratké. Zda se, Ze se na toto misto vaze veti@stvi I€iv, jako jsou
salicylaty, warfarin, fenylbutazon, indometacingakin, furosemid, fenytoin aé¢které
peniciliny. RoviéZz se na toto misto vazi endogenni latky jako Hilima tizna barviva.
Vazebné misto Il je tweno hydrofobnimi zbytky a je lokalizovano v subdognédla.

Mohou se zde vazatkteré latky, které se vazi ro¥nna vazebné misto | (thyroxin,
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L-tryptofan), dale pak mastné kyseliny sgedte dlouhymiietzci, 2,3-benzodiazepiny
(napr. diazepam), NSAID sionizovanymi karboxylovymi gkuami (naproxen,
ibuprofen) nebo klofibrat (Nicholson et al., 2000).

3.1.4.3 Metabolické funkce albuminu

Albumin ma schopnost inaktivovatékteré slodeniny jako nap disulfiram. Také
antibiotika s penemovym cyklem se vazi na albumaverzibilré acetylaci lyzinové
skupiny vazebného mista I. Touge mit velky Kklinicky vyznam stegn jako
u penicilinové alergie, ktera je vy&lovana spojovanim penicilinovych zbyitk £mito
lyzinovymi skupinami. Toto spojovani wvyige v “bisalbuminémii“ s naslednou
tvorbou antipenicilinovych protilatek - protilatgkoti komplexu léiva s albuminem

(Lafaye a Lapresle, 1988).

Albumin také zasahuje do metabolismukterych €lu vlastnich latek
nag. lipidd nebo eikosanoid které maji velkou vazebnost k albuminu. Aktivita
lipoproteinové lipazy v tukové tkanitime tak byt stimulovana vazbou mastnych kyselin
uvolnénych z tukovych zasob a vazajicich se na volnyraibu Albumin také mze
stabilizovat ®které eikosanoidy (prostaglandin, Ithromboxan A) a vypada to,
Ze mze preferovat aktivitu lipooxygenazy fqu aktivitou cyklooxygenazy
(Peter$, 1996).

3.1.4.4 Acidobazické funkce albuminu

Diky ptitomnosti velkého mnoZstvi nabitych residui v malek alouminu a také
vzhledem k por&rné vysoké koncentraci albuminu v plagmmiaZzeme albumin
povaZzovat za velmi efektivni pufr.fiPfyziologickém pH je albumin zodpédny
asi za polovinu aniontového potencialuragmizeni jeho koncentrace v plazmastava

metabolicka alkal6za (Doweiko a Nompleggi, 1991).

3.1.4.5 Antioxidéni vlastnosti albuminu

Za fyziologickych podminek m& albumin Zng antioxid&ni potencial. Je dan
piedevSim tim, Ze vychytdva volné kyslikové radikakteré maji vliv nejen
na patogenezi zétlivych stavi. Byl prokazan inhikini vliv albuminu na tvorbu
volnych kyslikovych radik@l. Tento @&inek mize byt zgisoben hojnym piiem
SH - skupin v molekule albuminu, které tyto sleminy vychytavaji. To vysiluje

fakt, Ze u paciefit s hypoalbuminémii je sniZzeny potencial pro vych&ta volnych
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kyslikovych radikal. DalSi ,zhas&e" volnych kyslikovych radikal, jako je kyselina
mocova a askorbova, jsouuldzité pedevSim pro svou aktivitu v extracelularni

tekutirg, kde je koncentrace albuminu nizsi (Nicholsonl.e2800).

3.1.4.6 Udrzovani mikrovaskularni integrity

Je mozné, Ze albumin hraje roli v omezovanaspku kapilarami f zvySené
propustnosti kapilarni membrany vyvolané hageptickym¢éi poopergnim stresem.
Mechanizmus tohotodinku neni jest presré znam. Albumin mize mit pravépodobré
vliv na vznik a distribuci glykoproteinv membranach endotelovych ncoz mize
stabilizovat propustnost membran. Také&zZe v membranach begk prispivat svym
zapornym nabojem k odpuzovani jinych, zagomabitych molekul nebo @Ze svou
velikosti snizovat velikost kanal Je pravdpodobné, Ze pro tentatidek st&i pouze
malé mnozstvi albuminu. Nejisi protektivni vlastnosti alouminu, konkrétprevence
apoptézy, byly pozorovany u endotelovych &umpii fyziologickych koncentracich
albuminu in vitro (Kellner et al., 1996).

Albumin je nejvyznam&Sim zdrojem —SH skupin v ¢bu. Oxid dusnaty
se vaze na tyto skupiny za vzniku S-nitrosothioleképiny a je tak chr&n pred
rychlou degradaci. &inky albuminu na vasodilatai vlastnosti oxidu dusnatého byly
prokéazany in vitro. V experimentech se prokazakeé&buminu na zpomaleni nastupu
Gcinku a snizeni maximalni intenzity vasoditata odpowdi k oxidu dusnatému
(Kaufmann et al., 1995).

3.1.4.7 Antikoaqutsmi iinky albuminu

Albumin vykazuje antikoagutmi efekt podobny efektu heparinu. ufe to byt
zpiusobeno podobnou strukturotchto molekul — heparin se vaze svymi negativn
nabitymi sulfatovymi skupinami na klaginabité skupiny antitrombinu Ill. Albumin ma
mnoho negativé nabitych skupin a zda se, Zeize pisobit podobnou cestou, tedy
neutralizaci faktoru Xa antitrombinem Ill. Hyperkp#acni stavy nejen u nefrotického
syndromu mohou bytékdy vyswtleny pidruzenou hypoalbuminémii a nedostatgm

inhibi¢nim &inkem albuminu na agregaci trombacyforgensen a Stoffersen, 1979).
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3. 1. 5 Diagnosticky a terapeutickyipos albuminu

Vypadéa to, Ze sérovy albumin je Klinicky vyznamnymdikdtorem nejen zvySeného
rizika morbidity, mortality a zava#gich komplikaci, ale u starSich paciembvnez
dulezitym ukazatelem subklinického oneméch Vyznam sledovani jeho hladiny
v séru je nezanedbatelny zejména u kriticky nemdenyacieni (Nicholson et al.,
2000).

Terapie za pouziti albuminu ma v praxi své indikaake pouziti albuminu
pii hypovolémii u kriticky nemocnych paciégnheginasi zadné benefity ve srovnani
s jinymi koloidy. Z vyzkuni (Stockwell et al., 1992) vyplyva, Ze klinickyipos je
v tomto gipack prekvapiv minimalni, efekt zvySeni sérového albuminu je kodbby
a vyhlidky takto léenych pacierit se nikterak negmi. NesniZuje se ani vyskyt
plicniho edému nebo akutniho renalniho selhanimemmtalita paciernit. Z toho je mozné

vyvodit zawr, Ze stabilizace hladiny albuminu v krvi nema pezienty Zadné vyhody.

U pacient na jednotce intenzivni pé s kardiorespikamimi a okhovymi
komplikacemi nebyl zjign zadny rozdil v hemodynamice mezi pacientyetg/mi
albuminem a pacientydénymi hydroxyethylSkrobem (HES). Dlouhodoba terapieS
navic v porovnani s albuminem zlepSovala hemodykanai dychani (Boldt et al.,
1996). Ri porovnani ukazatél zarétu u stejnych skupin pacigntbyly u pacieni
lé¢enych albuminem hodnoty zvySené a septicky proeesezlepSoval nebo dokonce
zhorSoval, zatimco stav paciérst HES se zlepSoval, prajgbdobr z divodu zlepSené
mikrocirkulatni hemodynamiky. Hodnoty mediatorzarétu byly nezménény nebo
dokonce sniZeny (Boldt et §11996).

U popélenych paciedtje prvnich 24 hodin zra¢ zvySena propustnost kapilar
a transkapilarni tok tekutin. Diskutuje se, Ze m&ukoloidi je v této situaci
neodivodrena, protoZe nesniZuje unik tekutin aize gispét k opoz&nému plicnimu
edému. Albumin je vSak po 24 hodindch opkiénuzivan u pacieit s vyraznou
hypoalbuminémii, jelikoZ fispiva k reabsorbci edému. Uziti albuminu neni v$atné
u popalenin pokryvajicich mémez 15% povrchwla, ale je nezbytny uz od &#ku

lé¢by u pacient s popaleninami na vice nez 508at(Manelli, 1996).

DalSi skupina pacietit u kterych byl dokazan terapeutickiinos, jsou pacienti
s cirh6zou vyZadujici paracentézu. Cirkmlia porucha charakterizovana zvySenou

reninovou aktivitou v plaze Sesty den po tomto zakroku je spojena se zvySenou
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morbiditou a mortalitou. U tohoto stavu byl album@tanoven jako efektivjsi
v prevenci komplikaci nez dextrgnpolygelin — Haemaccel (Gines et al., 1996).

Stejre jako ostatni terapie ma i terapie albuminem svéley& (Einky.
Neuvazené pouziti ie vest k hypervolémii, protoZze objem plazmy stoup#&rné
s pijmem albuminu. MiZe to zp@sobit depresi myokardu, kteraide souviset s vazbou
kalciovych ionfi. Pripady alergickych reakci jsou vzacné, ale mohowyskytnout,
negasgji na kontaminanty infuznich rozték Také se mohou vyskytnout reakce
piecitlivélosti, které jsou zfsobeny kovalentni vazbou ¢léa k albuminu
nag. jiz zminsné poutani penicilinovych zbyik (Doweiko a Nomplegdj 1991).
Nevyhodou terapeutického vyuziti albuminu je takBoj pongrné velka cena, ktera

muze byt az desetkrat vySSi nez cena jinych exparmazmy.
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3. 2  Transmembranovy transport albuminu pomoci megalinu a

cubilinu

Megalin a cubilin jsou multiligandové, synergickyisobici, endocytarni receptory
navzajem odliSné struktury, jejichz ukolem je s@lek transport latek z jednoho
kompartmentu do druhého. Receptory zgemitovana endocytoza je nepostradatelnym
buré¢énym mechanizmem, ktery je charakterizovany spdafic vazbou latky
na receptor, po niz dochazi k obaleni komplexu méndu a vtazeni do blky. Tento
mechanizmus hikam zabezpaije piivod nejen dlezitych Zivin, vitamii a dalSich
faktoni, ale ma také vyznam metabolickyregulani. Tento druh transportu se take
podili na odvodu odpadnich metabolickych produkiormori, enzymi, lipoproteini
atd. a jejich degradac¢i metabolické peméné. Receptory zprogtdkovana endocytéza
je rovreéz zapojena do signalnich tidicich funkci nejen degradaci hornipmle také
piimou aktivaci signalnich kaskad. Megalin a culjBiou ale nepostradatelné receptory
piedevSim z hlediska #2mé tubularni reabsorbce protein(véetns albuminu)

v ledvinném proximalnim tubulu (Birn a Christens2006).

3. 2.1 Historické aspekty

Megalin byl poprvé popsan jako antigen u potkasiHeymannovou nefritidou.
V 80. letech minulého stoleti byl vyextrahovan rt&ového lemu potkanich ledvin
a dle tehdy pedpokladané hmotnosti 330 kDa, zZjit# pohyblivosti Bhem gelové
elektroforézy, byl pojmenovan jakap330. Pozdiji byl megalin lokalizovan
v proximalnim tubulu i v glomerulu. Na zakkgeho umisini, studia jeho struktury
a postupnym objevovanim stale dalSich a dalSicdntlg se z#&alo uvazovat o jeho
potencialni endocytarni funkci. V roce 1994 bylgpg@na struktura tohoto receptoru
u potkana a jeho hmotnost byla s kémau platnosti wena jako 600 kDa. Nedlouho
po tomto objevu byl naklonovan rosh lidsky megalin. Jméno bylo navrhnuto
vzhledem k jeho velké velikosti. Poslednim vyznamnkrokem ve vyzkumu tohoto
receptoru bylo vytvieni megalin-deficientni mysi cilovou genovou maitapuv roce
1996, coz pineslo dalSi informace outkZitosti tohoto receptoru (Christensen a Birn,
2001).

Cubilin byl zprvu identifikovan jako cil krdlich teratogennich

monoklonalnich protilatek po injékim podani vzorku ledvinnych béi kart&oveho
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lemu kralikovi. Byl pojmenovan jakgp28Q tedy obdobé& jako megalin podle tehdy
specifikované hmotnosti 280 kDa. Stejako megalinovému receptoru byla i cubilinu
v 80. letech fisuzovana funkce endocytarniho ledvinného transp@k v roce 1996
se ukéazalo, Ze je cubilin identicky s \nitm faktorem (intestinal intrinsic factor),
nutnym pro resorpci vitaminu B 12. Ukazalo se,eteojhmotnost je ve skutgosti 460
kDa. V nasledujicich dkolika letech byla pesr® popsana struktura cubilinu a byly
objeveny nejen jeho interakce s megalinovym receptp ale rovaZz byly objeveny
dalsi jeho ligandy. Vyvojéchto dvou receptdr nastiiuje obr. 5 (Christensen a Birn,
2002).

Timeline | History of megalin and cubilin

: of rregain

Red boxes denate findings In megalin; blue boxes denote findings in cubilin.

Obr. 5.Casovéa osa vyvoje poznatk megalinu a cubilinu

3. 2. 2 Struktura receptar

Oba receptory jsou strukturmlosti odliSné (obr. 6). Megalin ma velikost 519ak(®00
kDa po glykosylaci). Jde o transmembranovy proteoelce 4655 aminokyselin, ktery
tvoii velka extracelularni doména zakena aminoskupinou (4398 aminokyselin),
jednoducha transmembrdnovd doména a kratky cytopléeky konec
s karboxyskupinou. Tento konec byInbyt odpowdny za signélni funkce — vazbu
na adaptérové proteiny a za tvorbu obalenycbkivavezikul). U megalinu byla
identifikovana roviz signalni peptidova sekvence — sekvence o déla@fibokyselin

zakortena  aminoskupinou, ktera  receptor vtomto fipgk  snefuje
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k endoplazmatickému retikulu. Gen pro lidsky maygalbyl lokalizovan
na chromozomu 2q24-q31. Lidsky a potkani megalinmgeptor se shoduji z 77%.
Megalin  pati do skupiny receptdr lipoproteimi 0 nizké hustat
— LDL-receptofi, spolu s LDL receptorem, VLDL receptoreiti receptorem 2
pro apolipoprotein E. Extracelularni doména receptobsahuje 36 opakujicich
se segmeiit komplementového typu bohatych na cysteinova residspa#adanych
do 4 segmeiit nezbytnych pro vazbu ligafid Tyto Useky jsou od sebe adiehy
16 opakujicimi se segmenty typu EGF (epidermal ¢gndactor — epidermalniistovy
faktor) a 8 segmenty typu YWTDakkzitymi pro uvohovani ligand v endozomalnim

kompartmentu v zavislosti na hoda@H (Christensen et al., 2009).

Cubilin je protein o délce cca 3600 aminokyselimaotnosti 400 kDa (460 kDa
po glykosylaci). Postrada transmembranovou domépodaba se vice jinym znamym
endocytarnim receptiom. Sklada se z 27 CUB domén, které utngizvazbu ligand
na receptor a podle kterych byl receptor pojmenointyto domény navazujetizec
110 aminokyselin a dale 8 usekypu EGF. Pra¥ tyto Useky maji i jiné endocytarni
receptory (nap z VLDL rodiny). U tohoto glykoproteinu nebyl idgfikovan zadny
transmembranovy segment. Pro ukotveni receptoriembrag se vSak zda byt
nezbytna terminalni sekvence zakem& aminoskupinou. Sroubovicové usgmANni
typu a-helix tohoto Useku ukazuje na amfifilni struktypadobnou vazebnym mish
pro lipidy u apolipoproteit. Na ukotveni se pra¥gdodobr také podili palmitoylova
skupina nachéazejici se rasinv terminalni sekvenci zak®dené aminoskupinou. Gen
pro lidsky cubilin byl nalezen na chromozomu 10882p13. Kompletni sekvence byla
uréena u lidského, potkaniho a psiho cubilinu. Potlariilin se s lidskym shoduje
Z 69%, psi cubilin z 83% (Christensen a Birn, 2002)
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Obr. 6. Struktura megalinu a cubilinu a vazba jejlgand:

3. 2.3 Vazba ligand na receptory

Mezi potenciélni ligandy megalinu a cubilinu fdavSechny latky krevniho séra
s molekulovou hmotnosti mensi, nez je limit prongdoularni filtraci (60 kDa). To vSak
neni definitivni, protoZe dkteré &tSi proteiny nap transferin (81 kDa) jsouiesto
filtrovany a mohou se tak rovh stat potencialnimi ligandyédhto receptar
(Christensen et al., 2009).

U megalinu byla #tSina jeho ligandl popsana (obr. 7). Bylo zji8to, Ze ligandy
jako nap. aprotinin, laktoferin, apolipoprotein Ei lipoproteinova lipdza se vazi
na region mezi aminokyselinami 1111-1210, akkteré ligandy jako RAP maji
pravdépodobré vice nez 1 vazebné misto. Krénvazby rozlénych proteid vaze
rovrez megalin molekuly C4, které jsou nezbytné pro vazbu dal$ich ligasijre tak,
jako pro jiné zastupce ze skupiny LDLR. U cubilifas dan potencial vazat velké

mnozstvi ligand pritomnosti mnoha CUB domén. Hamnezi r& albumin, hemoglobin,
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transferin, komplex vnihiho faktoru s vitaminem B12 (IF-B12), RAP atd. ¥bna
mista pro IF-B12 a albumin se liSi od vazebnycht mie nap. RAP a byla nalezena
na terminalnim aminokyselinovéretzci zahrnujicim EGF segmenty i CUB domény
6 az 8. PestoZze vazba IF-B12 snizuje vazbu albuminu ke tuhilnejsou vazebna
mista pro tyto latky identick& - to plati s jistotoy oblasti terminalniho regionu.
Vyznamna je rovéZ vazba megalinu ke cubilinu, do které jsou zappfellB domény

1 a 2. Tato vazba byla popséana jako vysoce afinitnévisla na G Také niize byt
inhibovana pomoci RAP. Megalin pomocichito interakci zfisobuje za&lenovani

cubilinu a pravépodobré také jeho recyklaci (Christensen a Birn, 2002).

Megalin

Vitamin-binding proteins
Transcobalamin—vitamin B,,
Vitamin-D-binding protein
Retinol-binding protein

Other carrier proteins
Albumin

Lactoferrin
Haemoglobin
Odoerant-binding protein
Transthyretin

Lipoproteins
Apolipoprotein B
Apolipoprotein E
Apolipoprotein J/clusterin
Apolipoprotein H

Hormones and hormone precursors
Parathyroid harmone

Insufin

Epidermal growth factor

Prolactin

Thyroglobulin

Drugs and toxins
Aminoglycosides
Polymyxin B
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Lipoprotein lipase
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Vitamin-D-binding protein
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Transferrin
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Apoclipcprotein A-l
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immunoglobulin light chains
PAP-1
f3,-microgiobulin

Others

RAP

Ca2+
Cytochrome ¢

Immunoglobulin light chains
Clara cell secretory protein

RAP

Obr. 7. Ligandy vazajici se na megalin a cubilin
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3. 2.4 Organova a genova exprese recegptor

Megalin a cubilin jsou zakomponovavany do plaznkationembrany a endocytarniho
aparatu epitelovych bgk. Nachazeji se vSak i wznych absorgnich epitelech jako
v tenkém gevu, visceralnim Zloutkovém #éu ¢i v cytotrophoblastu placenty. Megalin
je vSak v ¥le sdm o sobmnohem vice zastoupen nez cubilin. Megalin a tulsbu

v mnoha organech exprimovany spoks v nékterych byl dosud nalezen jen megalin
(obr. 8). Byl identifikovan nap v choroidalnim plexu, glomerularnich podocytech,

endometriu, ciliarnim epitelu nebo u Blrtvoricich hormony v fstitnych &liscich.

Megalin in the choroid
plexus ependymal

cells that line the cerebral
ventricles

Megalin in the ciliary
epithelium of the eye
. Megalin in cells
Megalin in of the inner ear
thyrocytes
Megalin in parathyroid-

hormone secreting cells

Megalin in type Il
of the parathyroid

pneumocytes of
the lung alveoli

Megalin and cubilin
in kidney proximal-

Megalin and
Megalin an tubule cells

cubilin in

absorptive
intestinal celis .
Megalin and
. cubilin
Megalin in :
endometrium SRt
and oviduct
Megalin and
Megalin in the cubgilin in
epididymal visceral yolk-

epithelial cells sac cells

Obr. 8. Organova exprese megalinu a cubilinu.

V proximalnim tubulu a visceralnim Zloutkovémc¢ka jsou megalin a cubilin
lokalizovany vedle sebe v celém endocytarnim aparattzn. v kartéovém lemu,
v transportnich i endocytarnich dgdch i v apikélnich tubulech, které zajifi
znovuzabudovavani do cytoplazmatické membrany iarggyklaci (obr. 9). Mensi

mnoZzstvi megalinovych i cubilinovych recepidaylo také potvrzeno v lysozomech.

32



DuleZitou Ulohu Bhem exprese megalinu ma RAP. Tento protein o hnstitno
39 kDa je lokalizovan v endoplazmatickém retikuluihaed po translaci megalinu
se na B s vysokou afinitou vaze. RAP se vaze ke v&amim LDLR rodiny a funguje
jako chaperon — chrani nowsyntetizované receptoryrgrd vazbami na ligandy, které
se rovigz mohou tvait uvnitt buiky. Tyto vazby by mohly zjsobit agregaci a retenci
receptod i ligandi v buice. Chykni RAP tak vede ke sniZzené expresi megalinu

a k jeho Spatné distribuci.

ZvySenou genovou expresi je mozné vyvolat in vitagy. pomoci kyseliny
retinové nebo vitaminu D. SniZzena exprese byla myZma u ledvin s Heymannovou
nefritidou. Jednd se o experimentalni glomerulgoperuchu spojenou s tvorbou
protilatek proti megalinu. SniZzena exprese bylanéav pozorovana u neurfn
postizenych Alzheimerovou nemoci, které ve zvy3aité akumuluji apolipoprotein E.
Snizena exprese megalinu byla r&npozorovana u dkterych onemoacni
charakterizovanych proteinurii a poSkozenowétzpu resorpci filtrovanych protain
Pati sem nap Dentova choroba, ktera je itgmbena mutaci ledvinného chloridového
kanalu CIC-5. Tato mutace narusuje endocytozu xipréinim tubulu a sniZuje expresi
megalinového receptoru. Fanconiho syndrom je zagésoben mutaci v genu
pro samotny megalin. Mutace genu pro cubilin nebo fpansmembranovy protein
AMN (“amnionless”), na kterém je zavisla normalnipeese cubilinu, se projevuje
silnou proteinurii. Tato poruch byla nazvana jakeetslund-Graesbeckova choroba
(Christensen a Birn, 2002).

3. 2.5 Role megalinu a cubilinuipendocytdze

Obr. 9 ukazuje schéma receptory zptedkované endocytdzy a nasledného
intracelularniho transportu. Po va&zligandu na receptor a vazimegalinu na cubilin,
kterd je nezbytna k vlastni endocytéze cubilinighdzi k transportu do bky. Je jisté,
Ze transport do hitky zprostedkovany cubilinem, je zavisly n&ifmmnosti megalinu.
Muze tak byt do transportu zapojefirpo jako receptor nebo niégmo ovliviiovanim
exprese a endocytarni funkce cubilinu. Ligandy jedsleds v endozomech z vazby
na receptor uvokny pisobenim kyselého pH. Receptory jsou recyklovangemny
zpst pomoci apikalnich tubtildo plazmatické membrany. Proteinové tedigand
jsou degradovany a samotné latky jsou transporiopées epitelovou hiku dale nebo
mohou byt v biice vyuZzity. Transcelularni transportni mechanizfagy €chto latek
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zustavaji stale je&tneprozkoumany. Byl vSak popsan transcelularnspart rékterych
proteini (nag. thyreoglobulinu) pes celé epitelové liy zprostedkovany megalinem
(Christensen a Birn, 2002).

V poslednich letech byl nazten vyrazny transmembranovy transport albuminu
zprostedkovavany vysoce kapacitnim systémem s nizkouit@iin mechanizmem
odliSnym od transportu zpré#etlkovaného pomoci megalinu a cubilinu (Comper et al
2008). Zadné studie v3ak naslgédento transportni systém v izolovanych tubularnich
bunkach nepotvrdily. RowE u potkaii nejsou po tomto transportu zadné stopy. Ani
béhem experimeritna megalin-deficientnich potkanech nebyly nalez&né zndmky
transportu, ktery by nebyl zpréstlkovan megalinem. Kro¥nmegalin-cubilinového
systému tak neni v proximalnim tubulu zadny vyratapsmembranovy mechanizmus

transportu protein (Christensen et al., 2009).
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Obr. 9. Endocytéza a transcelularni transport I4peimoci megalin / cubilinového

systému.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1

Material a pomiacky

Béhem experimetit které byly provaéhy v ramci této rigorézni prace, byl pouzit

biologicky material, chemikalie,ifstrojové vybaveni a laboratorni péoky Oddleni

radiofarmak Katedry farmakologie a toxikologie Fawautické fakulty Univerzity

Karlovy.

4.1.1 Biologicky material

Izolované nativni potkani ledvinnéiiky (pfipraveno spolupracovniky)

Ledvinné tubuléarni hiky prasete LCC-PK1 — paséz 23-24 (Health Protection
Agency culture collections — ECACC, Salisbury, VBjptipraveno

spolupracovniky)

4.1.2 Chemikalie

Howvézi albumin - Albumin bovine, Fraction V (Sigma-Aiclt Chemie GmbH,
Steinheim, SRN)

FITC-albumin — Albumin, Fluorescein Isothiocyanateonjugate Bovine
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, SRN)

SnChb (Lachema, BrnoCR)

HCI konc. (PentaCR)

Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma-Aldrich Chemie GinBteinheim, SRN)
Fyziologicky roztok (pipraveny v laboratim)

Supetista voda (dostupna na pracovisti)

Destilovana voda (dostupna na pracovisti)

4.1. 3 FRistrojové vybaveni

Generator ™Tc] technecistanu DRYTEC (GE Healthcare, USA)
TLC-radioanalyzéator Rita Star-Analyser (Raytesta@benhardt, SRN)
Analyzator Tecan — Infinite M200 (Tecan, Rakousko)

Laboratorni tepa&ka KS-15 Control EB, s inkubaim nastavcem TH 15
(Johanna Otto GmbH, Hechingen, SRN)

36



« Gama-spektrometr 1480 Wizalti3"” (Wallac, Turku, Finsko)
e pH metr Orion 3 Star (Thermo, Beverly, USA)

+ Elektromagneticka mickilka MM7 (Lavat, Chotutice(R)

* Analytické vahy (Sartorius, Gottingen, SRN)

« Mgifi¢ radioaktivity Bgmetr 4 (BQMCR)

4. 1.4 Laboratorni pomicky
o Sklerené vyvijeci komory pro vzestupnou papirovou chragefii

* Polypropylénové zkumavky o objemu 10 mi
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4.2 Pracovni postup

4.2.1 Wiprava albuminu zn&eného technecier?®™Tc

Pied vlastnim zngenim bylo vzdy eluovano do sterilni latky z generatoru®*™Tc
10 ml roztoku {°™c] technecistanu sodného pomoci fyziologického raztok

s naslednym zgitenim radioaktivity celého eluatu.

Znaseny *™Tc-albumin byl ped islusnou akumubmi studii gipraven vzdy
cerstvy. Albumin byl zn&n postupem vychazejicim z optimalizované metodygear

uvedené v diplomové préaci (Suchan, 2009):

1. Byl pripraven zdsobni roztok BSA o koncentraci 250 mgbmpusénim 1,25 g
BSA v5 ml fyziologického roztoku. Po kompletnimzpmuseni albuminu
vyZadujicim dkladné pratepavani na laboratorniepace, byl zasobni roztok

albuminu skladovéanipteplo 4 - 6°C.

2. Byl pripraven zasobni roztok Sn&H,O o koncentraci 40 mg/ml rozpgsfm
530 mg SnGl2H,0O v 13,25 ml koncentrované HCI. Tento zasobni toiigl
nasleds ulozen pi teplot -15°C. ®sné pred pouzitim byl tento zasobni roztok
vzdy n&edén 10x supetistou vodowerstw precisténou dusikem na koncentraci
4 mg/ml.

3. Do mikrozkumavky s magnetickym michadélkem byl rafjipetou odnsien
1 ml pripraveného zasobniho roztoku albuminu o koncent2d® mg/ml.
Zkumavka byla naslednumistna na elektromagnetickou micka a Ehem
dalSich operaci byl neustale michan.

4. Kroztoku albuminu bylo fidano 250 pl ¢erst naedného roztoku
SnCb.2H,0 o koncentraci 4 mg/ml (viz bod 2).

5. Do roztoku byl pidan 1 micerstw eluovaného roztokt’{™Tc] technecistanu.
6. Roztok byl michanifblizné po dobu jedné minuty.

7. Do chromatografické komory byl nalit fyziologickyztok tak, aby hladina

roztoku byla asi 1 cm od dna.
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8. Na prouzek chromatografického papiru o rémuoh 1,5x15 cm bylo naneseno
piiblizné 10 pl roztoku zn&eného albuminu tak, aby skvrna nebyla npfru

vétSi nez 1 cm.

9. Prouzek byl néasledn vyvijen v gipravené chromatografické Kkoreo
Po ukorieni vyvijeni byl prouzek usuSen a distribuce radivdy byla
stanovena pomoci TLC-radioanalyzatoru.

Pro kontrolu byl simultdnh s albuminem, oz@anym postupem popsanym
v predchozich bodech fipraven®™Tc-albumin dle vychozi neoptimalizované metody
(Suchan, 2009). Tento postup se liSi od postupdghozihdednim zasobniho roztoku
pied vlastnim zngnim pomoci destilované vody misto vody sdisés, ktera byla
cerstw precisténa dusikem. Roztoku SnH,O se v tomto fipad dava do reaini
smesi dvojnasobné mnozstvi (500 ul) o potmiikoncentraci (2 mg/ml).

4. 2.2 Stabilitni studi€®™Tc-albuminu

Stabilitni  studie byla provedena ihned po fippaw  **™Tc-albuminu
optimalizovanou metodou. Byla sledovana radiochkénétstota véase O, 1, 3, 6, 12
a 24 hod.

1. Po gipraw **™Tc-albuminu byla mikrozkumavka opaha vékem a umisina
do inkubétoru temperovaného na teplotu 37°C.

2. Vcasel, 3,6, 12 a 24 hod bylo na prouzek chromaficgého papiru naneseno
urité mnozstvi inkubovanéh®™Tc-albuminu (véase 1 hod - 1 pl vzorku,
v ¢ase 3 hod - 3 ul, ¥ase 6 hod - 5 pl, ¥ase 12 hod - 10 pl adase 24 hod
- 20 pl). Vzorek byl nanaSen tak, aby skvrna nelbwlpriméru nikdy tSi
nez 1 cm.

3. Postup vyvijeni a detekce byl stejny jakshém gipravy ™ c-albuminu
(viz kap. 4.2.1).
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4.2.3 Akumulacé€®™Tc-albuminu v ledvinnych biikach potkana

Ke studii byl pouZit albumin ozgany technecien®™Tc dle optimalizovaného postupu
uvedeného v kapitole 4.2.1. Koncentrace ¢eného albuminu v roztoku byla
50 mg/ml nebo 100 mg/ml. Akumulace byla sledovagasovém intervalu 30 mintip
inkubaci 37°C.

4.2.3.1 Piprava bugcéného materidlu — izolovanych nativnich potkaniavienych

burek

(priprava buséného materialu byla provedena Doc. PharmDr. FrieewiSTrejtnarem,
CSc. a pani laborantkou |I. Filipovou z Katedry fakwmlogie a toxikologie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy)

Suspenze izolovanych nativnich Bknbyla pipravena ped z&atkem kazdé
akumul&ni studie. Buiky byly vZzdy ¢erstw pripraveny kréatce f@d zapdetim viastni

akumul&ni studie a byly uchovavanyigeplot 4°C.

1. Aparatura byla naptma roztoky Hanks I, Hanks IlI, kolagenazou a byla

nasledd temperovana.

2. Z potkana byly vypreparovany ledviny a po oplachreaplym fyziologickym

roztokem byly umisihy do gipravené aparatury.

3. Po rozvolrni kolagenniho pletiva bk ledvin byly tyto bulky preneseny
do kadinky obsahujici 50 ml Krebs-Henseleitova pufs albuminem
a kolagenazou.

4. 'V tomto pufru bylo provedeno Uplné rozvém tkareé ledvin za pomoci pinzety

a elektromagnetické mictiay.
5. Ziskana suspenze ledvinnych Bkibyla peefiltrovana pes gazu a silonové sito.
6. Byl stanoven pé&et burgk v suspenzi pomoci trypanové niiod

7. Suspenze buwk byla nd&edina Krebs-Henseleitovym pufrem tak, aby byly

v 1 ml suspenzetiplizné 2 miliony burgk.
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Podrobny popis ifipravy aparatury pro separaci ledvinnych &ynpreparace
ledvin a izolace bufk je uveden v rigorozni praci (Mkova, 2007).

4.2.3.2 Sledovani zavislosti akumuld&Tc-albuminu na mnoZstvi békn

1. Do prvni ¢tverice reaknich zkumavek bylo napipetovano 0,1 ml suspenze

burgk, do druhé&tvetice 0,5 ml busk a do posledni sady po 1,0 ml kkn
2. Bunky byly 5 min temperovany v inkubatorti 87°C na inkubé&ni teplotu.

3. Do reaknich zkumavek bylo #dano po 10 pl roztoku zteného

99mre-albuminu o koncentraci 100 mg/ml.
4. Zkumavky byly inkubovany za staléhi@pani 30 min f teplot 37°C.
5. Jako standardy bylyijpraveny 3 ngfici lahvicky kazda s 10 ulijfpraveného

9mre-albuminu a 5 ml destilované vody.

6. Po skoweni pozadované doby inkubace byly do zkumavéklapy 4 ml
ledového Krebs-Henseleitova pufru a zkumavky byintdfugovany 1 min
pii 80 g a 4°C.

7. Ze zkumavek bylo odebrano 0,5 ml supernatantu jekorek inkubaniho
média.

8. Zbytek supernatantu byl naslednkvantitativie odsét, biiky byly
resuspendovany figldnim dalSich 4 ml pufru. Pak byly zkumavky ¢op

centrifugovany za stejnych podminek jako vé&dd Postup popsany v tomto

bodt byl jeS€ dvakrat opakovan.

9. Po posledni centrifugaci a odsati supernatantu lpdgky ze zkumavek
kvantitativre pirevedeny do rficich lahvEek opakovanym vyplachem pomoci

pufru.

10.Byla znmeétena radioaktivita vSech vzarlka standanil nay-spektrometru.

4. 2.3.3 Sledovani zavislosti akumulde&Tc-albuminu na koncentraci latky

1. Do reaknich zkumavek bylo od#éiieno po 1,0 ml suspenze n

2. Bunky byly 5 min temperovany v inkubatorti 837°C na inkubé&ni teplotu.
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3. Do prvnich 4 reaknich zkumavek bylo ifdano po 1 pl roztoku zdaného
9mrc-albuminu o koncentraci 100 mg/ml, do dal$ichkdraavek bylo fidano

10 pl roztoku albuminu a do zbyvajicich zkumave® i0roztoku albuminu.

4. Nasledujici postup je totozny s postupemiedphoziho experimentu uvedenym
v bodech 4 az 10 (viz kap. 4.2.3.2).

4.2.3.4 Sledovani zavislosti akumuldC&Tc-albuminu na‘ase

1. Do reaknich zkumavek bylo odéieno po 1,0 ml suspenze kkn
2. Bunky byly 5 min temperovany v inkubatorii 37°C na inkubéni teplotu.

3. Do reaknich zkumavek bylo #idano po 10 ul roztoku zteného

99mre-albuminu o koncentraci 50 mg/ml.

4. Zkumavky byly inkubovany za staléhtepani pi teplo 37°C. Nekteré vzorky
byly inkubovany po dobu 5, 15 a 30 min.

5. Nasledujici postup je totozny s postupentedpghoziho experimentu uvedenym
v bodech 5 az 10 (viz kap. 4.2.3.2).

4.2.3.5 Sledovani zavislosti akumuld8Tc-albuminu na inkub#i teplot

1. Do reaknich zkumavek bylo odéieno po 1,0 ml suspenze kln

2. Bunky byly 5 min temperovany v inkubatordi37°C a v ledovéitsti pi 2°C

na inkub&ni teplotu.

3. Do reaknich zkumavek bylo i#iddno po 10 pl roztoku’™Tc-albuminu

o koncentraci 50 mg/ml.

4. Polovina zkumavek se vzorky byla inkubovana zaéktltepani pi teplog
37°C, polovina v ledovéisti pi 2°C.

5. DalSi postup je totozny s postupem i#eqrhoziho experimentu uvedenym
v bodech 5 az 11 (viz kap. 4.2.3.2).
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4.2.4 Akumulacé€®™Tc-albuminu v ledvinnych praséich buikach

Ke studii byl pouZit albumin ozgany technecien®™Tc dle optimalizovaného postupu
uvedeného v kap. 4.2.1. Koncentrace ¢enaho albuminu v roztoku byla 100 mg/ml.
Akumulace byla sledovana ¢asovych intervalech 5, 15 a 30 min
pii inkubaci 37°C.

4.2.4.1 Piprava bugcéného materidlu — suspenze ledvinnychdiuprasete

(priprava bugcného materidlu byla provedena Mgr. Janou Mandikozd(atedry

farmakologie a toxikologie Farmaceutické fakultyilémzity Karlovy)

K experimenim byla pouZzita ledvinnd linie pradeh burgk LCC - PK1. Tyto
buiky byly kultivovany b’ 1 den (,mladé” biiky) nebo 4 dny (,staré” hiky) a poté
rozvolreény pomoci trypsinizace. Suspenze mladych nebo iskardedvinnych
tubularnich buék prasete bylaifpravena ped zapdetim gisluSné akumutai studie.
Suspenze buk byla ngedéna tak, aby byly v 1 ml suspenzéghizné 2 miliony burgk

a byla uchovavanaripeplot 4°C.

4.2. 4.2 Vlastni akumulai studie

6. Do reaknich zkumavek bylo od#&tieno po 1,0 ml suspenze mladych nebo
starSich LCC - PK1 bk v zavislosti na provaaé studii.

7. Bunky byly 5 min temperovany v inkubatorii 37°C na inkubéni teplotu.

8. Do reaknich zkumavek bylo #idano po 10 pl roztoku zteného
99mre-albuminu o koncentraci 100 mg/ml.

9. Zkumavky byly inkubovany za staléhiepani pi teplo€ 37°C. Nekteré vzorky
byly inkubovany po dobu 5, 15 a 30 min.

10. Nasledujici postup je totoZzny s postupentedpghoziho experimentu uvedenym
v bodech 5 az 10 (viz kap. 4.2.3.2).
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4.2.5 Akumulace FITC-albuminu v ledvinnych Bikach potkana

Ke studiim byly pouzity nativni izolované ledvinraunky potkana (fiprava viz
kap. 4.2.3.1). Biky byly piipraveny vzdycerstvé kratce ied za&atkem vlastni

akumul&ni studie a byly uchovavany v chladce.

4.2.5.1 Piprava roztoku FITC-albuminu

1. Byly ptipraveny zasobni roztoky FITC-albuminu o koncerittacl00 mg/ml
a 5 mg/ml. Koncentrovaysi roztok byl gipraven navazenim 40 mg suroviny
a smisenim s 400 pl fyziologického roztoku. NMéwoncentrovany roztok byl

piipraven gidanim 400 ul fyziologického roztoku ke 2 mg navésuroviny.

2. Roztoky byly dikladné promichany na laboratorni micice, aby se surovina

kompletrg rozpustila.

3. Po kompletnim rozpu&i albuminu byly zasobni roztoky albuminu ulozeny

do lednice.

Timto zpisobem pipraveny zasobni roztok albuminu byl pouzit
k experimenim maximali po dobu 24 hodin, poté bykipraven zasobni roztok

novy.

4.2.5.2 Sledovani zavislosti akumulace FITigsalinu na dodinkubace

K experimentu byl pouzit FITC-albumin (viz kap. 42) o koncentraci 100 mg/ml.
Inkubani koncentrace FITC-albuminu byla 1 mg/ml. Akum@abyla sledovana

v ¢asovych intervalech 2, 15 a 30 mifi ipkubaci 37°C.

1. Do reaknich zkumavek byl napipetovdn 1 ml suspenze nafivipiotkanich
burgk.

2. Bunky byly 5 min temperovany v inkubatorii 37°C na inkubéni teplotu.

3. Do reaknich zkumavek bylo #dano po 10 pl roztoku FITC-albuminu

o koncentraci 100 mg/ml.

4. Zkumavky byly inkubovany za staléhiepani pi teplog 37°C. Nekteré vzorky
byly inkubovany po dobu 2, 15 a 30 min.
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5. Jako standardy bylyipraveny 3 zkumavky a do kazdé bylo napipetovan@l10
FITC-albuminu o koncentraci 100 mg/ml &dano 1 ml fyziologického roztoku.

6. Po skoweni pozadované doby inkubace byly do zkumavéklapy 4 ml
ledového Krebs-Henseleitova pufru a zkumavky byéntafugovany 1 min
pii 80 g a 4°C.

7. Ze zkumavek bylo odebrano 0,5 ml supernatantu jekorek inkubaniho
média.

8. Zbytek supernatantu byl naslednkvantitativie odsat, biky byly
resuspendovany figldnim dalSich 4 ml pufru. Pak byly zkumavky ¢bp

centrifugovany za stejnych podminek jako védd Postup popsany v tomto
bodt byl jeS€ dvakrat opakovan.

9. Po posledni centrifugaci a odsati supernatantu 8glySech zkumavekcetrg
standard pridany 3 ml 1% lyzaniho roztoku SDS.

10. Na nefici desttku bylo napipetovano po 100 pl roztoku ze vSechrekek.

11.Byla zmetena fluorescence vSech vzora standanil na ne€tici desttce pomoci

analyzatoru Tecanipvinové délce 495 nm.

4.2.5.3 Sledovani zavislosti akumulace FITi@alinu na teplet

K akumul&ni studii byl o@gt pouzit FITC-aloumin (viz kap. 4.2.5.1)
o koncentraci 100 mg/ml. Inkubai koncentrace FITC-albuminu byla 1 mg/ml.

Akumulace byla sledovanadasovem intervalu 30 min po inkubadi g°C a 37°C.

1. Do reaknich zkumavek byl napipetovdn 1 ml suspenze nafivipiotkanich
burgk.

2. Bunky byly 5 min temperovany v inkubatordi 87°C a v ledovéitsti pii 2°C

na inkubni teplotu.

3. Do reaknich zkumavek bylo #dano po 10 pl roztoku FITC-albuminu
o koncentraci 100 mg/ml.

4. Polovina zkumavek se vzorky byla inkubovana zaéktiltepani pi teplog
37°C, polovina v ledovéisti pri 2°C.
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5. DalSi postup je totozny s postupem iedrhoziho experimentu uvedenym
v bodech 5 az 11 (viz kap. 4.2.5.2).

4. 2. 5. 4 Sledovani zavislosti akumulace FITi@salinu na pidavku

koncentrovaného nezieného albuminu

K experimentu byl pouzit FITC-albumin (viz kap. 42) o koncentraci 100 mg/ml
a 5 mg/ml. Inkub&ni koncentrace FITC-albuminu u prvnich 2 sad viéolkla
42 pg/ml, u teti sady vzorik byla 50 pg/ml. Inkub@ni koncentrace nezdeného
albuminu byla u prvnictverice vzorki 100 mg/ml. Akumulace byla sledovana

v ¢asovém intervalu 30 min po inkubadi B7°C.

Pred vlastni studii byl iipraven zasobni roztok sérového albuminu
o koncentraci 500 mg/ml navazenim 1 g suroviny dkraekumavky na analytickych
vahach a pdanim 2 ml fyziologického roztoku. Paikladném rozpughi za pouziti

laboratornitepaky byl roztok uloZzen do chladtky.

1. Do zkumavek byl napipetovan 1 ml suspenze nativp@thanich buék.
2. Bunky byly 5 min temperovany v inkubatorii 37°C na inkubéni teplotu.

3. Do prvni ¢tverice zkumavek bylo odgiieno 200 pl nezr@ného albuminu
o koncentraci 500 mg/ml. Zkumavky byly inkubovarygobu 5 min fi teplot
37°C.

4. Do druhé sady zkumavek byl#éiggano po 200 pl fyziologického roztoku.

5. Do vSech reatnich zkumavek bylo fidano po 10 pl roztoku FITC-albuminu

o koncentraci 5 mg/ml.
6. Zkumavky byly inkubovany za staléhi@pani 30 min f teplot 37°C.

7. Jako standardy bylytpraveny 2 sady po 3 zkumavkach. Do prvni sady bylo
odmeieno po 1 ml fyziologického roztoku a 200 pl neamveho albuminu
o koncentraci 500 mg/m. Do druhé sady bylo &@mo po 1,2 ml
fyziologického roztoku. Do vSech zkumavek standarglo napipetovano 10 pl
FITC-albuminu o koncentraci 5 mg/ml.

8. DalSi postup je totozny s postupem uvedenym v Hdodecaz 11 (viz kap.
4.2.5.2).
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4. 3. Vyjadrovani vysledki

Hodnoty radioaktivity ve vysledkou#sti jsou vyjatbvany v p@tu impulai za minutu
(cpm). Radioaktivita buséné frakce byla vzdy vztaZzena na f.bOrsk a vyjadena jako
procenta z vlozené davky radioaktivity. Pro dand&upiu vzorki byl z jednotlivych
experimentélnich Gd&jvypatitan aritmeticky pimér a smérodatnd odchylka gmeéru.
Davka vloZené radioaktivity byla zjivana mnéfenim radioaktivity tripletu vzork
obsahujicich stejné mnozstvi radiopeptidu jako bglpetovano do experimentalnich

vzorki (,standard”).
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5. VYSLEDKY
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5.1 HRiprava *™Tc-albuminu

Obr. 10 a 11 ukazuji radiochemickodistotu °°™Tc-albuminu pipraveného
optimalizovanou metodou (Suchan, 2009). Papirovoomatografii ve fyziologickém
roztoku bylo vyvijeno 10 pl roztokterstw pripraveného albuminu. Chromatogram byl
analyzovan pomoci TLC-radioanalyzatoru.

i TLC‘

Front

Reg #2

A

. —— 5 A b o4
il i o e BanethnB e A U 0 Pt

100

R T T L
50 mm

Obr. 10. Reprezentativni chromatogratfiTc-albuminu pipraveného optimalizovanym

postupem

| substance —7_'R_/F_  $Total Typei Area| %Area|

- I B | Counts| %
[Reg #1 Tzl?ﬁ’%,sa DD | 13096,20| 99,13
|Reg #2 0,564 0,85| DD ‘ iis, 191 ©.87]
' | i
Sum in ROI | | | 13211,39]
Total area . 13524,29|
|Area RF ' 13535,82
BRG1 | \ 1,290!
|Remainder RF | 324,43| 2,40j
'Remainder (Tot) 312,90| 2,31

Obr. 11. Radiochemickéstota pipravenéhd®"Tc-albuminu
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Obr. 12 piblizuje radiochemickouwistotu **™Tc-albuminu pipraveného vychozi
metodou bez Upravy pH vraak snesi (Suchan, 2009). Papirovou chromatografii

ve fyziologickém roztoku bylo vyvijenarplizné 10 pl roztoku navazaného albuminu.

/mm :é TLG
Sy |
W &ﬂ |
o \
o | |
o !
T N
Y

pakici)

Obr. 12. Chromatograr ™ c-albuminu pipraveného neoptimalizovanou metodou
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5.2 Stabilitni studie®*™Tc-albuminu

(vysledky studie byly fejaty z diplomové prace (Suchan, 2009))

Nésledujici obrazky ukazuiji distribuci radioaktywithromatograrin s **™Tc-albuminem
po inkubaci 1, 3, 6, 12 a 24 hodi B87°C. Papirovou chromatografii v 85 % metanolu
bylo vyvijeno fiblizn¢ 10 pl roztoku navazaného albuminu. Radiochemiakstotu

v ¢ase 0 ukazuji obr. 9 a 10.

TC /mm l (4 B | TLC|
ol
180l i 1o ol
\ =& 3
160 i i |
16 ]
il
| | ‘
140 j[ \
|
120 i |
0 | |
;.: i :‘i | ‘
100 | G ‘ w
i e Al i ‘
. |
|
|
|
|
: : A A ,r‘.:_fg'».‘;,:w.g_u “f:x.‘lgu‘,_lhsgv;TQQL,.‘#‘L,
0 50 100 150 mm

Obr. 13. Chromatograr™Tc-albuminu po 1 hod inkubace

Obr. 14. Radiochemickdstota po 1 hod inkubace

‘Ssubstance z “RyFT%TotaliTypei Area| %Area
i % | | Counts %

Reg #1 3 0,242| 97,42 DD”{ 3355,603| 98,56

Reg #2 ; 2 1,42 DD | 49,889 1,44
[ [ i g

Sum in ROI [ | 3404,492:

{Total area . 3444,587:

|Area RF 3448,302

I BEG1 0,692¢6/|

:Remainder RF - 43,81 1527

'Remainder {Tot) ! ; 40,10! iy o
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160

1404

100

Obr.

Obr. 16. Radiochemickéstota po 3 hod inkubace

o REenE |

15. Chromatograr®®™Tc-albuminu po 3 hod inkubace

Substance R/F %TotaliTypel Area| S$Area
' s ] Counts | %

Reg #1 0,114| 86,82| DD | 2421,055| 93,94]

\Reg #2 0,566/ 5,60| DD 156,182| 6,06

Sum 1n ROI 2577,238

Total area 2788,8682

Area RF 2794,845

BKG1 0,9174|

Remainder RF 217 ;861 T 4719

IRemainder (Tot) ; 211,45 T 58
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Front

Obr. 17. Chromatograr ™ c-albuminu po 6 hod inkubace

Obr. 18. Radiochemickéstota po 6 hod inkubace

Substance R/F %Total\Type Area | %Area‘

“ 7 %; - Counts %

Reqg #1 0,086| 85,07| DD | 4460,000 "91,32‘

Reg #2 0,462 3,.0%| BD 424,000 8,68
Sum in ROI 4884,000
Total area 5243,000

5236,000| B

Area RF
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Obr. 19. Chromatograr T c-albuminu po 12 hod inkubace

Obr. 20. Radiochemickdstota po 12 hod inkubace

[substance R/F | $Total | Type Area| $%$Area
B &5 Counts! ) %
Reg #1 0,187|110,49) DD 213,8750 | 792,38
Reg #2 0,595| 28,71| pD | 55,5625 20,62
Sum in ROI 269,4375
Total area 193,5625
Area RF 206,1875
BXG1 1,19318
Remainder RF -63,25{-30,68
Remainder (Tot)i —75188 -39,20
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Obr. 21. Chromatograr™Tc-albuminu po 24 hod inkubace

Obr. 22. Radiochemickdstota po 24 hod inkubace

[substance \ R/F| 3Total |Type | Area| %Area
' ! % Counts| )

Reg #1 0,183| 66,13| DD | 233,0526| 75,81]

Reqg #2 0,511| 10,91| DD 29,5263| 9,60

|Reg #3 0,601| 16,57| DD | 44,8421| 14,59

Sum in ROI 307,4211

{Total area 270, 5788

Area RF 277, 7885

BKG1 ‘ 0,71770

Remainder RF —29,63.-10,67

Remainder (Tot) -5, 84 | —13, 62
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Podil 9*"Tc-albuminu [% celkové aktivity]

Graf 1 ukazuje stabilitt®™Tc-albuminu Bhem inkubaceip37°C.

120

100

80

60

40

20

1hb\‘\‘\.

0 5 10 15 20
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Graf 1. Stabilita®*™Tc-albuminu pi 37°C
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5.3 Akumulace®*™Tc-albuminu v ledvinnych buiikach potkana

5.3.1 Akumulace®™Tc-albuminu v zavislosti na mnoZzstvi be

Graf 2 a tab. 3 znaziiji radioaktivitu bugicné frakce a akumulacP™ c-albuminu
v ledvinnych buékach potkana po 30 min inkubac# B7°C. U vzorki bylo pouzito
0,1 ml, 0,5 ml a 1,0 ml suspenze izolovanychdum koncentraci 2.10ml a k buikdm
bylo pridano 10 pP°™Tc-albuminu o koncentraci 100 mg/ml.

1,4

1,2

1,0

0,8

0,6

Akumulace [% D]

0,2 -

0,0 -

0,1 ml burtk 0,5 ml burk 1,0 ml burgk

Graf 2. Zavislost akumulac@™Tc-albuminu na mnozstvi békn
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Tab. 3. Akumulac®™c-albuminu pi rizném mnoZzstvi bek

Mnozstvi Radioaktivita , Akumulace
Pocet Pridana
bunééné v bunééné (% D)
bunék ) davka
frakce ¢ frakci d

(ml) (x10) (cpmx10) (cpm~=10) Hodnoty | Pramér = SD
9,66 0,421
9,49 0,414

0,1 0,2 114,63 0,417 + 0,003
9,49 0,414
9,55 0,417
20,64 0,900
21,94 0,957

0,5 1,0 114,63 0,899 + 0,036
19,80 0,864
20,09 0,877
24,92 1,087
25,71 1,122

1,0 2,0 114,63 1,097 + 0,051
23,35 1,019
26,55 1,158
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5.3.2 Akumulace®™Tc-albuminu v zavislosti na koncentraci

Tab. 4 a graf 3 znaztwji radioaktivitu ledvinnych buwk a akumulaci
9mre-albuminu v ledvinnych hikach potkana po 30 min inkubac# B7°C. K 1 ml
suspenze izolovanych belnbylo o koncentraci 2.£0ml piidano 1 pl, 10 pl a 100 pl
9mrc-albuminu o koncentraci 100 mg/ml. Inkéhakoncentrace albuminu ve vzorcich

tak byly 0,1 mg/ml, 1 mg/ml a 10 mg/ml.

Tab. 4. Akumulac®™ c-albuminu v zavislosti na koncentraci

Radioaktivita _ Akumulace
MnozZstvi ) Pridana 5
_ i v bunééné ) (% D/ 10° bunék)
piidaného _ davka
bumi | frakci 1
albuminu () (cpmx10) (cpm>10) Hodnoty Pramér + SD
9,63 4,202
1,0 10,85 11,46 4,734 4,263 £ 0,362
8,83 3,853
21,08 0,920
32,05 1,398
10 114,63 1,104 + 0,178
24,19 1,055
23,87 1,042
93,57 0,408
95,97 0,419
100 1146,3 0,428 + 0,015
101,40 0,442
101,82 0,444
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Akumulace [% D / 1(fbunék]

5,0

4,5

4,0

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

1 ul albuminu 10 pl albuminu 100 ul albuminu

Graf 3. Zavislost akumulac@™Tc-albuminu na koncentraci
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Graf 4 ukazuje kontrolni srovnani akumulad&'Tc-albuminu u vzork
z predchozich dvou experiméngviz ¢ast 5.3.1 a 5.3.2) o stejné inkdbakoncentraci
1 mg/ml. Oba vzorky byly ifipraveny gidanim 10 pl°®™Tc-albuminu o koncentraci
100 mg/ml k 1 ml suspenze izolovanych #knVzorky byly inkubovany 30 min
pii teplog 37°C.

1,4

1,2 T

1,0 -

Akumulace [% D / 1P bungk]

0,4 -

0,2 -

0,0 -

Experiment 5.3.1 Experiment 5.3.2

Graf 4. Srovnani akumulac&™Tc-albuminu v #znych experimentech
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5. 3. 3. Akumulac€®™Tc-albuminu v zavislosti n#ase

(vysledky experimentu bylyipjaty z diplomové prace (Suchan, 2009))

Tab. 5 a graf 5 znazuji narist akumulace®™Tc-albuminu v ledvinnych hikach
potkana v zavislosti na Mstajici dok inkubace vzori pii 37°C. Je vyhodnocena
akumulace po 5, 15 a 30 min inkubace. Inkmb&koncentrace albuminu ve vzorcich

byla 0,5 mg/ml.

Tab. 5. Akumulac®™ c-albuminu po 5, 15 a 30 miri[87 °C

Doba Radioaktivita Pfidana Akumt;lace
0 y
inkubace v bunééné davka (% D /10" bunk)
(min) frakci (cpm) | (cpmx10) Hodnoty Prémar + SD
1367,6 0,170
1534,4 0,195
5 398,80 0,184 + 0,033
1104,3 0,140
1812,7 0,230
2307,6 0,290
1925,2 0,240
15 398,80 0,280 + 0,024
23245 0,290
2385,2 0,300
4956,3 0,620
30 45246 398.80 0,570 0,598 + 0,021
48424 0,605
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Akumulace [% D / 10°bunék]
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Graf 5. Akumulac&™Tc-albuminu v ledvinnych Bléch v zavislosti naase
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5. 3. 4 Akumulace®™Tc-albuminu v zavislosti na inkubéni teplo®

(vysledky experimentu bylyipjaty z diplomové prace (Suchan, 2009))
Tab. 6 a graf 6 vyhodnocuji radioaktivitu ledvinhycburgk a akumulaci

9mre-albuminu v potkanich ledvinnych itkéch po 30 min inkubaceip37°C a 2°C.
K buiikdm bylo fiidano 10 pP°™Tc-albuminu o koncentraci 50 mg/ml.

Tab. 6. Akumulac®™ c-albuminu pi 37 °C a 2 °C

, Radioaktivita |  Pridana Akumulace
Podminky v , (% D/ 10° bunék)
_ v bunééné davka
inkubace frakei .
rakei (cpm) (cpm~=10) Hodnoty Pramér = SD
3499,1 0,454
3487,6 0,454
37°C 357,79 0,503 + 0,060
4307,3 0,600
3601,4 0,505
869,3 0,120
2°C 844,2 357,79 0,120 0,108 + 0,017
599,1 0,085
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Graf 6. Akumulacé®™Tc-albuminu pi 37°C a 2°C
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5.4 Akumulace®*™Tc-albuminu v ledvinnych buiikach prasete

Tab. 7 a 8 a graf 7 vystihuji a porovnavaji radtodtt a akumulaci®®™Tc-albuminu
v mladych a starSich ledvinnychitkach prasete po 5, 15 a 30 min inkubaiie3ig°C.
K1 ml suspenze izolovanych hikn bylo pidano vzdy 10 upl®*™Tc-albuminu

o koncentraci 100 mg/ml. Inkutai koncentrace albuminu ve vzorcich byla 1 mg/ml.

Tab. 7. Akumulac®™ c-albuminu v mladych pragieh buikéach

Doba Radioaktivita Pridana Akumulace
inkubace v bunééné davka (% D / 10° bungk)
(min) frakci (cpm) | (cpmx10h Hodnoty Prémer £ SD
603,8 0,027
417,3 0,019
5 114,26 0,023 + 0,004
642,6 0,028
443,6 0,020
520,5 0,023
15 770,6 114,26 0,031 0,030 + 0,005
784,2 0,035
768,3 0,034
30 779,9 114,26 0,034 0,034 + 0,0002
771,1 0,034
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Tab. 8. Akumulac®™c-albuminu ve star$ich pradeh buikéch

Doba Radioaktivita Pridana Akumulace
inkubace v bunééné davka (% D /10 bunék)
(min) frakci (cpm) | (cpmx10h Hodnoty Prémer + SD
1082,4 0,053
5 850,2 102,27 0,042 0,050 + 0,006
1128,3 0,055
1775,2 0,087
15 1402,0 102,27 0,068 0,072 £ 0,011
1252,0 0,061
1906,7 0,093
1535,1 0,075
30 102,27 0,083 + 0,013
1313,6 0,065
1985,0 0,097
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Graf 8 uvadi srovnani akumulad&'Tc-albuminu v potkanich (vizast 5.3.3)
a praseéich buikdch po 5, 15 a 30 min inkubacé 87°C. Inkub&ni koncentrace
albuminu ve vzorcich 1 mg/ml byla dosaZentiddnim 10 pl *™ c-albuminu

0 koncentraci 100 mg/ml k 1 ml suspenze danycloianiych bugk.
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Graf 8. Srovnani akumulad&™Tc-albuminu v praséch a potkanich bikach

69



5.5 Akumulace FITC-albuminu v ledvinnych buikach potkana

5.5.1 Akumulace FITC-albuminu v zavislosti nab¥ inkubace

Tab. 9 wuvadi fluorescenci a akumulaci FITC-albumimpotkanich biikach
po 2, 15 a 30 min inkubacei@7°C. Inkub&ni koncentrace albuminu ve vzorcich byla
1 mg/ml. K 1 ml suspenze izolovanych bkm koncentraci 2.1%ml bylo piidano 10 pl
FITC-albuminu o koncentraci 100 mg/ml. Hodnoty akuaee jsou uvedeny

v procentech fluorescence standardu a vztazenymmédh burek.

Tab. 9. Akumulace FITC-albuminu v potkanichikach

Akumulace
Doba :
0, v
inkubace Fluorescence (% D/ 10” bunék)
m) Hodnoty Prameér + SD
276,53 0,369
2 152,19 0,203 0,302 + 0,072
250,53 0,334
342,97 0,458
515,64 0,688
15 0,551 + 0,084
399,31 0,533
392,42 0,524
784,52 1,047
596,36 0,796
30 0,940 + 0,106
775,90 1,035
660,83 0,882
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5.5.2 Porovnani akumulace FITC-albuminu 8™ c-albuminu

Graf 9 porovnava akumulaci®™Tc-albuminu (viz ¢ast 5.3.3) a FITC-albuminu
v potkanich bitkach po 30 min inkubacetip37°C. Inkub&ni koncentrace albuminu
ve vzorcich 1 mg/ml byla dosaZena smisenim 1¥"ic-albuminuci FITC-albuminu
0 koncentraci 100 mg/ml a 1 ml suspenzeckun

1,4

1,2

0,6 -

Akumulace [% D / 10°bunék]

04 -

0,0 -
Tc-albumin FITC-albumin

Graf 9. Porovnani akumulace FITC-albumind®&Tc-albuminu v potkanich Bkéch
pri 37°C (inkubace 30 min)
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5.5.3 Akumulace FITC-albuminu v zavislosti naglo#

Tab. 10 a graf 10 znazaiji akumulaci FITC-albuminu v potkanichitké&ch po 30 min
inkubace p teplog 2°C a 37°C. Inkubani koncentrace albuminu ve vzorcich byla
1 mg/ml. K 1 ml suspenze izolovanych Bknbylo pidano 10 pl FITC-albuminu
o koncentraci 100 mg/ml. V relativnim srovnani do§ki inkubaini teplot 2°C
ke snizeni uptake na 28,6% uptake &jiého i 37°C.

Tab. 10. Akumulace FITC-albuming g°C a 37°C

Akumulace
Inkubaéni (% D/ 10° bungk)
Fluorescence
teplota
Hodnoty Pramér £ SD

158,83 0,212
232,31 0,310

2°C 0,269 + 0,046
176,64 0,236
237,97 0,318
784,52 1,047
596,36 0,796

37°C 0,940 + 0,106
775,90 1,035
660,83 0,882
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Graf 10. Akumulace FITC-albuminui2°C a 37°C
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5.5.4 Ovlivigni akumulace FITC-albuminu gfidavkem nezn&ného albuminu

Tab. 11 a graf 11 ukazuji vliviiglavku albuminu na akumulaci FITC-albuminu
v ledvinnych biikach potkana. U vzotkbylo k 1 ml suspenze izolovanych kkn
o koncentraci 2.1%ml pridano 10 pl FITC-albuminu o koncentraci 5 mg/mlpini
sad vzorki bylo navic pidano 200 pl nezganého albuminu o koncentraci 250 mg/ml,
k druhé ¢tverici vzorka bylo priddno 200 pl fyziologického roztoku. Inkuird
koncentrace FITC-albuminu byla 42 pg/ml. Ink&ia koncentrace neztného
albuminu byla u prvnitverfice vzorki 50 mg/ml. Vzorky byly inkubovany 30 min
pii 37°C.

Tab. 11. Vliv koncentrovajsiho albuminu na transport FITC-albuminu

do burgk
Akumulace
0 6 x
Pridana latka | Fluorescence (% D /10" bunék)
Hodnoty Pramér = SD
121,39 0,241
Neznaeny
_ 104,84 0,208 0,224 + 0,014
albumin
112,50 0,224
273,68 0,544
Fyziologicky
330,98 0,657 0,621 + 0,055
roztok
333,18 0,662
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Graf 11. Inhibice akumulace FITC-albuminu nezeraym albuminem
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6. DISKUZE
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Studiu tubularniho transportu latek v ledvinnychalkAch, konkrétd nag. proteini

a sérového albuminu jeémovana stale &tSi pozornost, protoze je v dnesSni &ob
na zaklad veédeckych studii jiz jisté, Ze zvySena glomerulariliraice spolu
S nedostatsou patologicky snizenou &mou tubularni resorpci  souvisi
s kardiovaskularnimi fthodami a selh&dnim ledvin. Dokonce i na prvni pohteela
nepodstatnad mikroalbuminurie zvySuje jak u populackomorbiditami, tak ale
i u zdravé populace riziko kardiovaskularnich onemini a poskozeni ledvin (Pollock
a Poronnik, 2007). Otazkou vsak stabstava, do jaké miry se né&chto onemocenich
podili prinik glomeruly a do jaké miry snizena tubularni rpse. Albumin je také
vhodnou modelovou latkou, kterauge slouZzit jako komparator pro charakterizaci

transportnich mechanizZnminych latek v tubularnich hikach ledvin.

Metod zné&eni sérového albuminu pro pouziti v biologickychpesmentech
za elem jeho citlivé detekce e byt rekolik. Jednou z nich je zgani vhodnym
radionuklidem jako je ndp technecium-99m, které umoznuje rychlou detektiyla
bez nutnosti nakmych analytickych postuip a meteni velmi nizkych koncentraci
albuminu v biologickych vzorcich. Nevyhodou je m@aktivni material, ne vzdy je
dostupny generator technecié potiebné detedni zaizeni pro vyhodnoceni
experimeni s *"Tc-albuminem. Daléasto pouZivanou moznosti je pouZiti albuminu
znaeneého pomoci vhodné fluores¢ahsondy jako je nap fluorescein-isothiokyanat
(Verhulst et al., 2004; Sidaway et al.,, 2004). Vighofluorescetniho albuminu
(FITC-albuminu) jsou, Ze je dodavan jako hotovéosima a je mozné ho okamgZit
piipravit dle poteby, nenese Zadnou radioaktivniézapro okoli a je ¥ase stabilgsi
nez radioaktivda znaené latky, coz dava nAp moznost opakovat experiment
za stejnych podminek a bez nutnosfppavy noveho zasobniho vzorku. Jako Zadouci
se tedy jevilo pouzit fluorescem znaeny FITC-albumin a otestovat jeho chovani

v burg¢nych experimentech ve srovnant’STc-albuminem.

Pro adekvétni pouziti albuminu v experimentalrgtidiich bylo dlezité owrit
spravny postup ziani albuminu?®™Tc. Fi znaseni jsme vychazeli z optimalizovaného
postupu vhodného pro nase podminky (Suchan, 20@8)y upravuje fpravu i
nizkém pH a vysoké koncentraci albouminu popsan&ckelmano¥ studii (Eckelman
et al., 1971) tak, aby bylo mozné docilit optiméinivysledk znaeni v kratkémiase.
Uvedenou metodou byl ve srovnani s neoptimalizorap@stupem fipraven kvalitni

preparat®™Tc-albuminu, ktery bylo mozné pouZit k akumitlém studiim s busnymi
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vzorky. Vysledek zngni byl po pipraw ovéfrovan stanovenim radiochemickistoty

piipraveného preparatt’™Tc-albuminu. Z experimefitvyplynulo, Ze preparét, ktery
nebyl po ozn&ni @Fecisttn gelovou permeami chromatografii, ma dost&tmou

radiochemickoucistotu a je mozné ho pouzit v kignych studiich bez rizika
nepgesnosti vysledk vlivem neistot. Tato skuténost byla potvrzena kontrolami
radiochemickécistoty nepetistovanych preparat *™c-albuminu (Suchan, 2009).
Testy stability ovSem ukazaly, zeéhem reékolika hodin g teplo€ 37°C radiochemicka
Cistota preparatu klesa a po 6 hod se pohybuje k&g¥h. Z hlediska stability je tedy
tieba se zngnym albuminem pracovat bezpiesire po gipraw. Potvrdilo se tak, ze
Cistota nami fipraveného preparatu je péigraw naprosto vyhovujici, avsak pouziti

preparatu bez dalSilisteni je casow limitovano.

Pro in vitro studium transmembranového transplatiek v ledvinach mohou byt
pouzity 1izné experimentalni modely. Vedle fragmenmembran ledvinnych
kortikalnich bugk ¢i primarnich ledvinnych butk jsou nefastji pouzivany standardni
burg¢né linie odvozené od ledvinnych hkikn predevSim od epitelidlnich bék
proximalnich tubul. Jedna se n&po ledvinné biiky vatice (OK buiky), ledvinné
bunky prasete (LLC-PK1 hiky) nebo linie lidskych ledvinnych bgk (HK-2, HKC-8
¢i Caki-1 buiky). V naSi praci byla pouzita jedna &hto linii — LLC-PK1 buiky
Z ledvin prasete a na druhé strgorimarni,cerstw izolované biiky z ledvin potkana.
Na zaklad nekterych literarnich udéjse jako jejich vyhoda jevi skutgost, Ze nativni
ledvinné buky se vyznauji vy3Si mirou zachovani fipomnosti a funkce
membranovych transportérNa rozdil od dostupnych standardnich linii ledyich
burgk, v kterych je mira exprese membranovych transjpdit proteii zpravidla
porekud odchylna a nizSi ve srovnani s nativnimilkami (Brown et al., 2008;
Hilgendorf et al., 2007; Racusen et al., 1997), owloyt buky piimo izolovanée
z ledvin zvfete velmi blizkym in vitro modelem srovnatelnymaminkami in vivo.
Nevyhodou je v fipact tohoto modelu omezena Zivotnost Bkinkteré tak nejsou
pouzitelné pro dlouhotrvajici mnohahodinové expentalni studie. VysSi je téz

nara:nost jejich pipravy.

Prestoze byly publikovany vysledkytanych studii transportu albuminu
do ledvinnych bugk (Schwegler et al., 1991; Gekle et al., 1996; Gajaet al., 2000;
Zhai et al., 2000), nebyly dosud tdeg¥ny Zzadné srovnavaci studie posuzujici in vitro

endocytarni transport albuminu v tubularnich ledych bukach fiznych zZiv@isnych
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druhi a také mozny vliv &ku (tedy doby kultivace) bwk linii. Také proto byly
provedeny v ramci této prace akumuistudie u mladych a starSich ledvinnych dun
prasete ziskanychuzn¢ dlouhou kultivaci LLC-PK1 butk. Vysledky ukazaly,
Ze akumulace albuminu v mladych tubularnichikach prasete je oproti bBkam
star§im piblizn¢ 2,5x nizSi. Tento fakt €d¢i o tom, Ze u mladych bgk nejsou
pravdEpodobré jeSg zcela vyvinuty membranové receptorové transposystémy,
a proto je transportni kapacitachto burk nizSi nez buék dosglych. Zajimave
je rovrez mezidruhové srovnani - experimenty ukazaly ccavatsi vychytavani
albuminu v bukach potkanich nez u bek praseich, coz sedci o vysSi vykonnosti
transportnich mechaniZmpotkanich bugk. Z toho je patrné, Ze nativni izolované
ledvinné buky potkana mohou v tomtoripact v r¢kterych parametrechi@vySovat
standardni ledvinnou bg&énou linii a jevi se z tohoto pohledu jako vyuZitelmodel

pro posuzovani transmembranoveho transportu pioteiuikach ledvin.

Albumin a jiné proteiny tubularni tekutiny jsou vygsokou efektivitou
transportovany do tubularnich ledvinnych Bkipomoci specifickych endocytarnich
receptofi megalinu a cubilinu. Endocytarni aparat tubul&rebitelu je vysoce vyvinut
a disponuje vysokou transportni kapacitou (Chrisaret al., 2009). Akumuiai studie
s ™ c-albuminem s pouZitim izolovanych potkanich iedych bumk in vitro msly
za cil objasnit zavislost miry uptake na mnozstwick, na inkub&ni koncentraci
albuminu, teplat a dalSich faktorech. Vysledky experimentikazaly, Zze uptake
albuminu beikami je v rdmci naSich inkubaich podminek fimo unmérny mnoZzstvi
burék v inkubani snesi a Ze narsta s prodluzujici se dobou inkubac#. @@epaitu na
1 milion burgk a inkub&ni koncentraci albouminu 1 mg/ml se uptake pohyboxab
malo nad 1% zidané davky. VyrazhvyssSi akumulace byla u inkubrd koncentrace

albuminu 0,1 mg/ml, kdy se pohybovala nad 4 %.

Vysledky experimerit s FITC-albuminem byly i@swdéivé z hlediska
porovnani akumulace FITC-albuminu $£°"Tc-albuminem. Mira vychytavani
FITC-albuminu je v porovnani §*™Tc-albuminem velmi podobna, coZ potvrzuje
piedpoklad, Ze vazba izothiokyanatovych skuginradioaktivniho technecia-99m
na molekulu albuminu by nefla poznénit strukturu ¢i naboj molekul albuminu
v takové mie, aby tim byly ovlivéiny vlastnosti latky a mira transportu do Bkin
Priznivym faktorem je i to, Ze @bpouzité formy albuminu jsou derivaty heiho

sérového albuminu.
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Pri inkubaini teplot 2°C pokles| uptake”®™Tc-albuminu i FITC-albuminu
ledvinnymi buikami potkana fiblizn¢ na 20 — 25% ve srovnani s inkubatii tpplot
37 °C, coz potvrzuje skutrost, Ze transportni mechanizmy pro transport aibum
do ledvinnych bu&k jsou z velké&asti aktivhino charakteru. Vypada to ale, Ze pdsivn
transport hraje wthto procesech &itou roli, protoZe utity influx alouminu do busk
pii nizké inkub&ni teplot inhibujici energeticky zéavislé procesy byl zachova
I pii opakovanych experimentech éktadném chlazeni zkumaveki pnkubaci. Byly
tak potvrzeny nalezy, Ze ledvinné iy piijimaji albumin i nespecifickymi
mechanizmy, ale Ze mir&chto proces je v porovnéni s aktivnim transportem vyrazn
nizsi (Pollock a Poronnik, 2007).

V ramci provedenych experiménjsme se pokusili stanovit i typ transportu
albuminu pes biologické membrany pouzitych ledvinnych &un Vychazime-li
ze skuténosti, Ze transport albuminu do ledvinnych &unje 2z velké miry
zprostedkovan specifickym transportem (Schwegler et1891; Pollock a Poronnik,
2007; Christensen et al., 2009kInby byt po gidani radow vysSich koncentraci
albuminu k oznéenému albuminu kompetiti¢rsnizen jeho transport do hikn Béhem
provedenych experimeint se potvrdilo, Ze za takové situace byla akumulace
FITC-albuminu zn&n¢ inhibovana. Za nami pouzitych inkutmdch podminek byl timto
zpisobem snizen uptake FITC-albuminu do izolovanyavifenych bugk potkana
0 cca 75%. S¥d¢i to o faktu, Ze jsou endocytarni mechanizmy ledyam burk
vytizeny transportem nez¢éeného albuminu a vice FITC-albuminuiastava
v inkuba&nim médiu. Tento nalez dale potvrzuje vyraznou ulaktivniho transportu

pii reabsorpci albuminu v ledvinnych tubulech.
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7. ZAVER
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1. Experimenty prokazaly, Ze optimalizovanou metodma&eni sérového haziho
albuminu radioaktivnim techneciem-99i pizkém pH a vysoké koncentraci albuminu
Ize pipravit velmi &isty preparat®®™Tc-albuminu s dostateou stabilitou, ktery je
vhodny k pouziti u biologickych experimé&ntStabilita preparatu ovSem vyznamn
klesd jiz Bhem 6 hodin poifjpraw a je protoitba pracovat jen&rstw pripravenymi

preparaty.

2. Pokusy provedené s FITC-albuminem podavaikiad o obdobném fibéchu a mie
akumulace v potkanich bléach jako pi pouZiti *°™Tc-albuminu. Uptake hikami je
pii pouziti obou preparatalbuminu témd stejny a pohybuje se okolo 1% vlozené
davky na 1 milion bu¢k. Akumulace FITC-albuminu je stgnjako akumulace
9mre-albuminu  Umirng  zavisla na case a teplét inkubace stejn tak, jako

na mnozstvi buk ve vzorku.

3. Akumulani studie s prasémi ledvinnymi buikami LLC-PK1 ukézaly, Zze mira
akumulace albuminu v mladych fkéach (kultivace 1 den) je oproti fikém starSim
(kultivace 4 dny) nizSi. Z toho lIze usuzovat, zéwK endocytarni transportni procesy

jsou zZejmeé u mladych buék exprimovany v nizsi ni.

4. V experimentech s potkanimi nativnimi ledvinnyimiikami bylo zjiS¢no, Ze je
u téchto burtk vychytavani albuminu zhruba 3x%t8i nez u linie praséch ledvinnych
burek LLC-PK1 a tento rozdil se jeStprohlubuje s rostouci dobou inkubace. Tato
skute&nost by mohla ukazovat na pud vysSi kapacitu transportnich mechariism

pro albumin v nativnich hikach.

5. i nizké inkubé&ni teplot 2°C klesl uptake ledvinnymi lilkami piblizne

na 20 — 25% normalniho stavuridadni nadbytku nezianého albuminu vedlo téz
k vyznamné inhibici miry akumulace FITC-albuminledvinnych buikach. Potvrzuje
to, Zze vychytavani albuminu ledvinnymi itkami je z velkécéasti zprosiedkovano
aktivnim transportnim mechanismett fhechanismy), protoZze dochazi k jeho inhibici
pii nizké inkub&ni teplot a pisobenim transportniho kompetitoru. Pasivni trartspor
albuminu vSak bude hrat takéciiou roli, protoze f inhibici energeticky zavislého

transportu je stale patrny transport dodun
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