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Seznam pouzitych zkratek

BBM
BLM
cv
CUB
DAT
DBP
DOTA
DTPA
E
HDL
IMVA
LAN
LDL
MRP
NOC
OA, OC
OATs
OCTs
PAP1
PAI-1
PEPT
PTH
RAP
RBP
RC-160
RER
SRIF
Sstr
TATE
TOC
tPA
VLDL

apikalni membrana (brush-border membrane)
bazolateralni membrana (basolateral membrane)

potaZzené vezikuly (coated vesiculs)

cubilinové (domeény)

densni apikalni tubuly (dence apical tubules)

protein vazajici vitamin D (vitamin D-binding pratg
1,4,7,10-tetraazacyclododekan-1,4,7,10-tetraodtgsélina
diethylentriaminopentaoctova kyselina

endozomalni kompartment (endosomal compartment)
lipoprotein o vysoké hust®{high-density lipoprotein)
intermikrovilarni oblast (intermicrovilar area)
D-2-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-Nh

lipoprotein s nizkou hustotou (low density lipoymiof)
multidrug-resistant associated proteins

1-NaP-oktreotid = D-Phe-Cys-1-Nal-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr
organicky anion, organicky kation

transportéry organickych anid@nforganic anion transporters)
transportéry anorganickych katidniorganic anion transporters)
pankreatid asoctai protein (pancreatid-associated protein)
inhibitor aktivatoru plasminogenu-1 (plasminogetivator inhibitor-1)
peptidové transportéry (peptide transporters)
parathyroidalni hormon (parathyroid hormon)

receptor associated protein (receptor-associatadip)

protein vazajici retinol ( retinol-binding protein)
D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Trp-Ni

drsné endoplazmatické retikulum (rough endoplasmmaticulum)
somatotropin releasing inhitmii faktor

somatostatinovy receptor (somatostatin receptor)
D-Phé-Tyr>-Thr®-oktreotid

Tyr3-oktreotid

tk&iovy aktivator plasminogenu (tissue plasminogervatir)

lipoprotein o velmi nizké hust®{very low density lipoprotein)



1. UVOD A CiL PRACE



Hlavnim tématem této prace je studium receptbrspecifickych peptitl ze
skupiny analoy somatostatinu zanych radionuklidy se zatfenim na jejich chovani
v ledvinach. Tyto peptidy jsou pouzivany pro diagm@ terapii Bkterych nadorovych
onemockni, predevsim neuroendokrinnich, u kterych se vyskyegeptory specificky
vazajici zkoumané peptidy. Radionuklidy Zeaé analogy somatostatinu, jsou
vylu¢ovany ledvinami a viuzné mie také reabsorbovany viikéch proximalnich
tubula ledvin, ¢imz dochazi k akumulaci radioaktivity v ledvinnéamk S touto
akumulaci jsou spojeny nefrotoxické nezadoutnky, které limituji jejich pouziti jak
pro diagndzu, tak pro terapii, protoZze dosud nefalezen zfisob, jak této kumulaci
zcela zabranit.

Cilem této prace je poznani ledvinnych transpontngysténi, které jsou
odpowdné za ledvinnou reabsorpckié a které by tedy mohly byt odpéiné i za
ledvinnou retenci a akumulaci radionuklidy #eaych analo§y somatostatinu a tim
objasnit mechanismus jejich nezadouci¢mkii. Na zaklad téchto poznani pak nalézt
latky, které by teoreticky mohly ledvinnou reteacakumulacidchto peptid ovlivnit a
tak snizit poskozeni ledvinné tkan

Pri praktickémteSeni je nejprve prokazéna Zivotnost izolovanyalviteych
burgk, na kterych byly studie provédy, a zachovani ftomnosti a funkce
transportnich systéim To se provadi porovnavanim akumulace indikafmasivniho a
aktivniho transportu v hbikadch. Porovnanim akumulace indikdios akumulaci
radionuklidem zné&nych derivdt somatostatinu a ffpadnou zminou akumulace
radiopeptidu fi sniZzené tepldt Ize také ufit typ transportu derivatsamatostatinu do
ledvinnych bugk.

Hlavni zandteni této prace je na megalin/cubilinovy membranteypsportni
systém vyskytujici se v proximalnim tubulu ledvitery byl nalezen jako systém
pienaSejici do ledvinnych bék Iétiva svySSi molekulovou hmotnosti typu
oligopeptidi a proteii. Pomoci znadmych inhibitértohoto transportniho systému se
snazime ovlivnit akumulaci studovanych radionuklidgnaenych derivat
somatostatind*in-DOTA-NOC a'*J-DOTA-Tyr*-oktreotatu.



2. TEORETICKA CAST



2.1. Transport I&iv v ledvinach

Ledviny jsou orgdnemdastnicim se exkrececi€ a jejich metabolii, ktery mé
rozvinuty vysokokapacitni transportni systémgemy k rychlé eliminaci velkého
mnozZstvi cizich slatenin. Zakladnim mechanismem exkrec&vé jejich metabolii
do mai je glomerulérni filtrace. Latky mohou byt takélw§ovany do lumen renélniho
tubulu z krve aktivnim transcelularnim transportpomoci specifickych selektivnich
transportéi (kariér) pro organické anionty a kationty na apikalni adai membra#
epitelialnich bugk tubuli. DalSim transportnim mechanismem je tubularniseqice.
Ta zahrnuje pasivni difazi lipofilnich d& z glomerularniho filtrdtu f@s buiky
renalniho tubulu do krve v zavislosti na pKa latkpH m@i (prostupuji neionizovana
léciva) a aktivni penos zprosedkovany specifickymiignaséi. Nejnowji nalezenym
transportnim systémem v ledvinach jéemasSéovy receptor odpasdny za aktivni

endocytozu latek z nie.

2.1.1. Transportni mechanismy pro nizkomolekularnié¢iva

Na za&atku dvacatého stoleti byla demonstrovana rendimirace I€iv po
zjisteni, Zecerveny fenol, podany ve foroenich kapek, zbarvuje mioPrvni klinicka
aplikace tohoto konceptu byla provedena u penicilBEhem druhé sitové valky byl
Siroce pouzivan a lékaméli problémy s udrzenim jeho krevni hladiny diky mel
rychlé renalni eliminaci. Vroce 1951 byl vyvinutropenecid jako kompetitivni
inhibitor renalni sekrece penicilinu, tim se pradiita doba po podanid&a, po kterou
se udrzuje jeho dost@m®a hladina. Daleko po#f byl probenecid pouZit k
nefroprotektivni terapii renalni tubularni toxicigydofoviru. Ukazalo se, ze penicilin
inhibuje vstup cidofoviru do tubularnich bika To dolfe ukazuje, Ze té@va jsou
aktivné vyluéovana do rendlnich tubuprostednictvim transportér a Ze gkteré latky
mohou na této Urovni interagovat (Launay-Vacheola2006).

V ledvinnych tubulech se vyskytuje mnoho transpdrticiv. Mezi hlavni

skupiny transportér pati transportéry organickych anidn{OATs = organic anion
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transporters) a katioint(OCTs = organic anion transporters). Tyto transgr se
vyskytuji na obou poélech bgk ledvinnych tubul. OATSs jsou pevazri lokalizovany

na basolateralni memb@nzatimco OCTs Mzeme nejastji nalézt na kartéovém
lemu apikalni membrany. OATs tedyepaseji l&iva z krve do tubularnich bgk
ledvin a OCTs z bufk do tubularniho lumen (obr. 1). Lokalizagehto transportér
byla zjistna na zaklagl molekularni charakterizace OATs a OCTs provedené
v nedavnych letech (Koepsel a kol 1999).

K dalSim genaséum I&iv patii P-glykoproteinova skupina a MRRemasSée
(MRP = multidrug-resistant associated proteins)ufiay-Vacher a kol. 2006).

V renalnich tubulech jsou také sekretovana a rebbséna léiva typu peptid.
Jejich reabsorpce probiha peptidovymi transporpeoyoligopeptidy (PEPT = peptide
transporters) na kattdvém lemu apikalni membrany renalnich tubularniehék (obr.
1). U savé byly objeveny dva tyto transportéry PEPT1 a PERIme dipeptidh a
tripeptidi prenasSi p-laktamova antibiotika, inhibitory angiotenzin-kamujiciho
enzymu, inhibitory aminopeptidazuizana proléiva a nepeptidické sl@eniny. Tyto
transportéry jsou stereoselektivni tS¢ afinitou k L-enantiom&m a vyuZivaji
elektrochemického protonového gradientu fleraSeni peptid proti koncentranimu
spadu. Uptake substratu tedy zavisi na extracelmapH a membranovém potencialu,
s optimalnim pH 4,5-6,5 v zavislosti na celkovénbaja substratu. ProtoZze pH na
kart&ovém lemu je relativh stabilni, lehce kyselé (pH 6,5), uptake je optmhgdro
sloweniny, které jsouifp tomto pH bez celkového nédboje. Peptidové trantéppmaji
sekundérni &nky na transportni systémy, které jsou zapojeny ldmmeostazy
intracelularniho pH, jako je N&H" vymenik, zvy3uji bugény uptake N&onti (Rubio-
Aliaga a Hannelore 2002).

Dipeptidy a tripeptidy, které jsoutrgnasSeny do bwk, jsou cytosolickymi
peptiddzami rychle hydrolyzovany na aminokyselikigré jsou vyuZzity bikou nebo
uvolnény do cirkulace pomocitpnasén pro aminokyseliny na basolateralni memiran
Latky rezistentni &¢i hydrolyze a produkty hydrolyzy jsou &iyfeneseny transportéry
pro organické anionty a kationty nebo basolatemdlrpeptidovymi penaSei, které
jeS€ nebyly molekulars identifikovany. Jsou podobné&gmaséim na apikalni stran
ale maji daleko mensi afinitu k substirat(Rubio-Aliaga a Hannelore 2002).

Uvedené mechanismy aktivni sekrece a reabsorpce wyapamny podil na
exkreci I&€iv. Zména rovnovahy mezi transportem krevika a buika-lumen tubulu

muze vyustit v intracelularni akumulacic¢lé a tim zpisobit lokalni toxicitu léiva.
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Také interakce kvo-lécivo na jednom nebogkolika transportérech fize mit podobné
dusledky, jako je renalni toxicita nebo systémovanallace v zavislosti na tom, jaké

transportéry se interakcéastni.

Urine

O

QA MRP; /@ O
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\ MAP,

BEM BLM

Obr. 1. Schematicky model transportéfi v renalnim proximalnim tubulu. Uptake organickych
anionti (OA) pies basolateralni membranu (BLM) je zpredkovan na sodiku zavislym OAT systémem,
ktery zahrnuje ketoglutaratovy (KG2)/OA v¢nmik OAT1, sodiko-ketoglutaratovy kotransport a
Na'/dicarboxylatovy kotransportér. Apikalni (brush-der) membrana (BBM) obsahuje transportni
systémy pro efflux OA do lumen tubulu nebo pro ssapci z lumen do biky. Multidrug resistance
transportéry, MRP2, zprdsdkovavaji primarni aktivni luminalni sekreci. Bany uptake organickych
kationt1 (OC) na BLM je zprogedkovan transportérem organickych katio(@CT). Efluxni transport
OC zbusk pres BBM je zprosedkovan P-glykoproteinem. PEPT1 a PEPT2 zpedkbvavaji
luminalni uptake peptidovychd#& (Launay-Vacher a kol. 2006).
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2.1.2. Transportni mechanismy pro proteinova l&va

Léciva s vysSi molekulovou hmotnosti typu oligopeftid proteifi jsou v
ledvinnych tubulechignasSeny do bk systémem megalin/cubilin.

Megalin je multiligandovy endocytarni receptor, ipadlo skupiny receptér
lipoproteini s nizkou hustotou (LDL). Vyskytuje ségalevSim v renalnim proximalnim
tubulu, kde slouzi k vychytavani protéimbsazenych v glomerularnim filtratu. Diky
této funkci byla nalezenac¢tSina jeho ligantl, mezi které pdi nagiklad protein
vazajici vitaminy a ¢které hormony. Z toho vyplyva jeho role v metaholis a
homeostaze esencialnich vitafhinag. vitaminu D a také kalcia.

Cubilin, znamy jako intestinalni receptor vazajkdimplex intrinsic faktor-
kobalamin (intrinsic factor-cobalamin receptor), fgké exprimovan v ledvinném
proximalnim tubulu spol®é¢ s megalinem. Bkoliv se strukturd velice liSi, maji
mnoho spolénych znak. Jedna se o multiligandovéemasSée, rektere ligandy sdileji a
jsou dilezité pro tubularni reabsorpci protéirNavic se ukazalo, Ze megalirepre
vaze cubilin a je zapojen do jim zprhestkované endocytézy. Oba receptory se
vyskytuji spolén¢ v buikach proximalnich tubulledvin a pravépodobré se podileji
na endocytozeéady latek ve vzajemné spolupraci (Christensen a BdO1).

Megalin byl poprvé identifikovan jako antigen Heymavy nefrititidy u
potkani. Byl izolovan zledvinného kamtévého lemu proximalniho tubulu a
pojmenovan gp330 na zakkadnolekularni hmotnosti. Lokalizovan byl v apikalni
nitroburééné c¢asti burkk renalniho proximalniho tubulu a v glomerulu. Pgzdyl
nalezen také v jinych epiteliich a zjistilo se va&e mnoho protein nagiklad receptor-
associated protein (RAP), lipoproteiny¢které enzymy a enzymové inhibitory. Po
naklonovéni se ukazalo, Ze jde o glykoprotein sthowii 600kDa, a ziskal nazev
"megalin”. Vroce 1996 byla vySlecgma myS s deficitem megalinu, coz umoznilo
dokazat jeho vyznam (Wilnow a kol. 1996).

Cubilin byl identifikovan jako cil teratogennichagpitatek tvdenych u kralik
poté, co jim byl podan preparat ledvinného katdéého lemu. Na zakladnalezené
molekulové hmotnosti byl pojmenovan gp280. Lokal&o byl na apikalnim
endocytarnim aparatu ledvinného proximalniho tubaluna visceralnich epiteliich
Zloutkovéhovaku. Do roku 1997 nebyly nalezeny zadné jeho ligandgté bylo
zjisSttno, Ze je identicky s intestinalnim receptorem jmplex intrinsic faktor-

13



kobalamin a jeho ligandem je RAP spolu s dalSimiginy. Po naklonovani receptoru
se ukazalo, Ze jde o 460kDa velky glykoprotein bexné cytoplazmatické domény a

byl pojmenovan cubilin (Christensen a Birn 2001).

2.1.2.1. Struktura

Megalin je giblizn¢ 4600 aminokyselin velky transmembranovy proteiNH
koncovou extracelularni doménou, jednoduchou transibnanovou doménou a
kratkym cytoplazmatickynfetézcem (obr. 2). P&t do skupiny receptérlipoproteini
S nizkou hustotou (LDL), ma podobné vlastnosti jaledSi savi receptory, naipklad
LDL receptor, LDL pibuzné receptory, receptory pro lipoproteiny o velmzké
hustot (VLDL) a receptor pro apolipoprotein E. (Christensa Birn 2001).

Cubilin  m& velikost g@blizneé 3600 aminokyselin, neobsahuje
transmembranovou doménu. Kompletni sekvence jehé b{a identifikovana jak u
lidi, tak u potkafh a psi. S ostatnimi znamymi endocytarnimi receptory nenmého
spol&nych rysi.. Obsahuje 27 CUB (cubilinovych) domén (obr. 2).torylomény
pravdépodobré tvori ¢asti vazici ligandy. CUB doménamiepchazi Usek ze 110
aminokyselin. Zaatek aminokyselinového Useku obsahuje furinefpesté misto, které
muze indikovat proteolyticky proces v trans-siti Gblyaparatu. Posledni Nkskupina
je nutnd kuchyceni proteinu na membranu. Obsahuojépatickou Sroubovicovou
strukturu, ktera se podoba oblasti vazajici lipidgpolipoproteinu (obr. 2) (Christensen
a Birn 2001).
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Obr. 2. Strukturdlni organizace a integrace mezi chilinem a megalinem(Christensen a Birn 2001)

2.1.2.2. Vyskyt a syntéza

Megalin se vyskytuje v mnoha epitelialnichnkéch, v absofmim epitelu
obklopujicim transcelularni tekutiny, ktery je vogimalnim tubulu ledvin, podocytech
glomerulu, v choroidealnim plexu, vitkach thyroidei, v bikkach labyrintu vniniho
ucha a v ciliarnim epitelu oka. Dale byl nalezenvigeeralnim Zloutkovénvécku,

v pneumocytech typu 2, v bkach gistitného &liska produkujicich parathyreoidalni
hormon, v tenkém #\w, endometriu, vejcovodech a v placentarnim cytotstafstu.
Také byl objeven v embryonalni tkani (Sahali a Kid93). Bhem vyvoje tkani, se
muze megalin vyskytnout v mesonefronu, ledvinnéntkuai maiovém n&chyki.

Vyskytuje se v esovitych hikdch, ze kterych poz{ vznikne jak glomerulus, tak
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proximalni a distalni tubulus. V dalSim vyvoji jgS@m pitomen pouze v proximalnim
tubulu a v mensi ng v glomerulu (Sahali a kol. 1993).

V ledvinném proximalnim tubulu je megalin lokalizov na kartéovém lemu,
potaZzenych vezikulach, endocytarnich vezikulachmbr@nu recyklujicicikastech a na
densnich apikélnich tubulech (obr. 3). Membranoxgrese je znma v malych a
velkych endosomech bék proximalniho tubulu, ale prakticky chybi v pozchmi
endosomech/prelysozomech (Christensen 1998). Av&adsi mnozstvi neporuseného i
degradovaného megalinu bylo nalezeno v matrix lys@iz U potkari se liSi exprese
megalinu v #iznych segmentech kaé@ého lemu proximalniho tubulu, neéfsi je
v segmentu 2. Byl také nalezen v podocytech potkagiomeruli (Christensen a Birn
2001).

Po translaci v drsném endoplazmatickém retikulu RRESe megalin rychle a
s velkou afinitou vaze na 40 kDa velky protein RARN vaZze i ostatnileny LDL-
receptorové skupinygimz slouzi k ochrah now syntetizovanych receptorpied
piredasnym navazanim ligaddMiZe byt také odpasdny za zaujeti spravné fukid
konformace receptar Deficit RAP je spojen s vyznamnym poklesem expraggalinu
a sjeho subcelularni redistribuci v proximalninbulw. RAP se vyskytuje ipvazr
v RER, je tedy intracelularni ligand. Vzhledem kqgevysoké afinié k megalinu
inhibuje vazbu mnoha dalSich ligandmiaze slouzit jako dlezity prostedek pro
studium vazby liganidk megalinu (Christensen a Birn 2001).

Cubilin je vyrazg exprimovan v ledvinném proximalnim tubulu, ve @sdnim
Zloutkovém véku, v epitelu tenkého igva, placentarnim cytotrophoblastu, a mozna
také v dalSich tkanich jako je thymus. V &né dob se vSak zda, Ze jeho exprese je
v porovnani s megalinem omezgi (Christensen a Birn 2001).

V proximalnim tubulu se cubilin nachazi, podéhako megalin, na kartavém
lemu a na vSech potaZzenych vezikulech endocytiakémbranu recyklujici cesty (obr.
3). Cubilin byl také identifikovan v lysozomech €lgaram a kol. 1997). Podabjako
megalin se nachaztbem vyvoje ledvin v esovitych Blkach, &koliv pozdjSi exprese
je omezena na proximalni tubulus (Sahali a kol. 3J9Dosud nebyl nalezen
v glomerulu (Christensen a Birn 2001).

Zjistilo se také, Ze psi onemagn, které bylo charakterizovdno defektem
pienosu cubilinu do apikalni membrany a tim nedostatfunkiniho cubilinu, nebylo
zpiusobeno poskozenim genu pro cubilin, ale Ze k ekptaslinu na kartdovéem lemu

je poteba dive neznamy dopikovy protein (Christensen a Birn 2001).
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Lysosome

Obr.3. Schematické znazoréni endocytarniho procesu zprostedkovaného megalinem a cubilinem

v renalnim proximalnim tubulu. Ligandy jsou peneseny skrz apikalni vezikuly potazené vrstvou
zpolymerovaného klathrinu v intermikrovilarni oktia@MVA) do potazenych vezikul (CV) a nasletin
do endozomh, ve kterych dojde k jejich odteni od receptoru. Ligandy jsodgmeseny progtdnictvim
endozoméalnich kompartmeén(E) do lysozom k degradaci a dalSimu zpracovani. Receptory sg vea
form¢ densnich apikalnich tubul(DAT) do apikalni plasmatické membrany (VerrousChristensen
2002).
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2.1.2.3. Funkce

Megalin byl identifikovan jako endocytarni receptétery je odpowdny za
uptake proteifi v proximalnim tubulu. Akoliv malo z jeho ligantl Ize
v glomerularnim filtratu &ekavat, mnoho z nich indikuje defekt tubularni seapce,
nagiklad vitamin D vazajici protein (DBP), retinol \&ici protein (RBP),p.-
mikroglobulin a a;-mikroglobulin. Ri analyzach u mysi s deficitem megalinu a na
pacientech s Fanconiho syndromem byla nalezenamialekularni proteinurie
(Christensen a Birn 2001).

Ligandx cubilinu bylo dosud nalezeno mg&ravSak studie ukazaly, Ze je pro
tubularni reabsorpci protainstejré dilezity. Zavazna proteinurie je pozorovana u
mnoha pacieiit trpicich Imerslund-Grasbechovym syndromem (Brockoh 1984),
vzacnym deficitem vitaminu B, ktery je charakterizovan porusenou intestinalni
absorpci komplexu intrinsic faktor-kobalamin. Neddwse ukézalo, nafipadu dvou
finskych rodin, Ze toto onemoénmi je spojeno s mutaci genu pro cubilin (AminoKa.
1999). Byly identifikovdny d¥ bodové mutace: prvni #pobi substituci jedné
aminokyseliny v CUB domé&n8 a tim poskodi vazbu intrinsic faktor-kobalamin a
druhd, kteraizjme¢ aktivuje intronové vazebné misto aigpbi tak inserci&kolika stop
kodoni, ma za nasledek zmu receptoru CUB domény 6. Rozdil vtypu mutace
vyswtluje, pra nektefi pacienti trpi pouze malabsorpci komplexu intgngktor-
kobalamin, zatimco proteinurii netrpi nebo pouzeate®. Intenzivni proteinurie je
tedy pravdpodobré zpisobena mutaci cubilinového genu, ktera@sgbi vznik vice
vazebnych mist nebo nedostatek fEmikh receptar (Christensen a Birn 2001).

Proteinurie a partikularni albuminurie byly takézpmvany u ps s defektem
zpracovani a vkladani cubilinu do epitelialnich #unTento defekt dale Zgobi
malabsorpni syndrom vitaminu B.

Strukturni a funkni defekty megalinu i cubilinu spojené s proteinugdy
dokazuji jejich nepostradatelnou funkd pormalni tubularni reabsorpci filtrovanych

proteini (Christensen a Birn 2001).
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2.1.2.4. Ligandy

Mezi ligandy megalinu, které jsou v glomerulu zarmalnich podminek
filtrovany, pati DBP, RBP, protein i@nasejici kobalamin v plasimtranskobalamin-
B12, insulin, prolaktin, albuming; a p,-mikroglobulin, apolipoprotein H, transthyrenin,
lysozym, cytochrom cp-amylasa, CA (tab. 1) Mnoho z&hto proteirt jsou bul
pienaSeéoveé proteiny, nebo hormony, coz ukazuje na vliv alieg na metabolismus
vitamini a na renalni clearance filtrovanych hormiandocytarnim vychytavanim a
degradaci.

Ve \&tSirg pripadi je vazba ligandu zavisla na vapenatych ionteclgatie vaze
kalcium velmi sil@ (Christensen a kol. 1992). To bylo dokazaro rpistre fizené
mutagenni analyze, kdy mutace aminokyselinovéhotkabyaprotininu, inhibitoru
proteinazy a ligandu megalinu sniZila afinitu keptoru. Tim bylo dok&zano, Ze je
uptednosiiovana vazba kationtové skupiny ligandu. AvSak mndigandi jsou
anionické proteiny, coz napovida tomu, Ze pro vgelnezlozeni nabojetdezitéjSi nez
celkovy naboj (Christensen a Birn 2001).

RAP mize inhibovat vazbu té#n vSech ligand. Tato velkda afinita vazby je
vyuzivana pro studium funkce receptoru. Megalinprm@a RAP d¥ vazebna mista, jak
bylo ukazano pomoci optické analyzy s povrchovyraismony. Vazba prvni RAP
molekuly s vysokou afinitou je nasledovana vazbouhd molekuly s nizsi afinitou
(Moestrup a kol. 1996).

Na zaklad imunoprecipitanich studii bylo dokazano, Zze megaliniivikomplex
s Na/H'-vymeénikem v ledvinném  proximalnim tubulu a tak ahe byt
zprostedkovanou endocytdézou zapojen do regulace tohatusportéru. Fsto jsou
k potvrzeni této hypotézy nutné dalgkezy.

K ligandim, které se vazi na cubilin a zaravgou za normalnich podminek
piitomny v glomerularnim filtratu, pétzatim pouze albumin, imunoglobuliny s lehkym
fettzcem a apolipoprotein A-l (Christensen a Birn 2001)

Nedavna studie ukazala, Ze cubilin je nepostragiateko normalni rendlni
reabsorpci albuminu z filtratu, jinak dochazi kuattinurii, kterd je znakem onemagn
ledvin. Nekolik studii ukazalo, Ze tubularni uptaketi pzvySeném mnoZstvi
profiltrovanych protein  véetnd albuminu, pispiva krozvoji tubularniho a

intestinalniho z&ftu a fibréze. Takze cubilinem zpréstikovany uptake albuminu
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béhem hyperfiltrace protein maze byt dileZzitym faktorem p rozvoji a progresi
chronického renalniho onemagn (Christensen a Birn 2001).

Cubilin také vaze RAP, ale vyznam této vazby nenénz. Zato vazba
apolipoproteinu A-I nazr@je roli cubilinu v renélni degradaci tohoto apolipoteinu
(tab. 1). Ledviny jsou totiz hlavnim mistem katakwiu apolipoproteinu A-l zahrnujici
glomerularni filtraci a nasledny uptake v tubuléChristensen a Birn 2001).

VétSina  ligand, ne-li vSechny, fenasené megalinem nebo cubilinem
v proximalnim tubulu, je degradovano v lysozomelbbsud nebyl publikovan zadny
dukaz transcelularniho fenosu proteinovych ligaidvéetre kariérovych proteit.
Vitaminy, steroidy, mastné kyseliny a ostatni &muny pgendSené kariérovymi
proteiny, filtrované, reabsorbované receptory a In&r@@ v buice, jsou
nejpravépodobrEji po biochemické modifikaci transportovany ¢zpdo cirkulace.
Megalinem zprogedkovany transcelularni transport proteibyl dok&zan v jinych
tkdnich, nagiklad ve §&titné Zlaze transport thyreoglobulinu eexebrovaskularnim
endotelu a v epitelu chorionu transport apolipogirat J (Christensen a Birn 2001).

Ukazalo se, Ze megalin vaze a zpfedkovava uptakedkolika polybazickych a
potencialid nefrotoxickych latek v proximalnim tubulu ledvimezi tyto latky pat
napiklad aminoglykosidy gentamicin, netilimicin, améa a polymyxin B. Tato k&va
jsou filtrovana v glomerulu s naslednym endocytarniuptake a akumulaci
v endocytarnim aparatu a lysozomech dkuproximalniho tubulu (Christensen a Birn
2001).
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Tabulka 1. Ligandy megalinu a cubilinu(Christensen a Birn 2001)

Megalin

Cubilin

Proteiny vazajici vitaminy

Transkobalamin-vitamin 8

Protein vazajici vitamin D
Protein vazajici retinol

Intrinsic faktor-vitamin B,

Apolipoproteiny

Apolipoprotein B
Apolipoprotein E
Apolipoprotein J/klusterin
Apolipoprotein H

Apolipoprotein A-l
HDL

Nizkomolekularni

peptidy a hormony

PTH

Inzulin

B2-Mikroglobulin
Epidermalni éistovy faktor
Prolaktin

Lysozyme
a;-Mikroglobulin
Cytochrome ¢

PAP1

Odorant-binding protein
Transthyretin

Ostatni

Albumin

RAP
Thyreoglobulin
Plazminogen
Laktoferrin

cat

Albumin
RAP
Ig lehkéetezce

Léciva

Aminoglykosidy
Polymyxin B
Aprotinin

Enzymy a inh

ibitory enzyim

PAI-1
PAI-1-urokinaza
PAI-1-tPA
Prourokinaza
Lipoproteinova lipaza
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Zkratky pouzité v tabulce:
HDL=lipoprotein o vysoké
hustot
PTH=parathyroidalni hormon
PAP1=pancreatid-asociai
protein

RAP=receptor associated
protein

PAIl-1=inhibitor-1 aktivatoru
plazminogenu

tPA=tkaiovy aktivator

plazminogenu



2.2. Radionuklidy znafené derivaty somatostatinu

Zajem o radiopeptidy se zvySuje diky jejich vyudpiti lokalizaci a radioterapii
nadoi. Mezi tyto peptidy pa&t somatostatin (obr. 4) a analogy somatotropinisiegj
inhibi¢niho faktoru (SRIF) zn@né radioaktivnimi gama-, positron- a betai@a

Somatostatin je cyklicky peptidovy hormon, ktery sgskytuje ve dvou
bioaktivnich forméach: somatostatin-14 a jeho na dddi prodlouzena forma
somatostatin-28. Kazda forma ma rozdilné biologickénky v mozku, hypofyze,
pankreatu, $ew a rekterych c¢astech imunitniho systému. Jejickkinky zahrnuji
inhibici hormonalni sekrece a modulaci neurotrassma buiné proliferace. Toto
pusobeni je zprogtdkovano specifickymi receptory spojenymi s G-gragm (Wild a
kol. 2003).

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

Obr. 4. Struktura somatostatinu

V souwasné dob je znamo pt subtym somatostatinovych receptofsstrl-5), z
nichz kazdy je odpasdny za fizné biologické tinky. Diky tomu, Ze sedkteré z &chto
receptofi vyskytuji v lidskych nadorech, fgvazr neuroendokrinnich, a v jejich
metastdzach, mohou byt tyto nadory zobrazeny ino vi¥pouzitim analag
somatostatinu konjugovanych s radiometalovymi dielaagiklad [**in-DTPA-D-
Phé]-oktreotidem  (DTPA=diethylentriaminpentaoctovd &lsa) (OctreoScan).
Ukazalo se, Ze scintigrafie somatostatinovych rexéps pouzitim této slaieniny je
nejcitlivéjSi metodou lokalizace primarnich a metastazujiolmdmocgni endokrinniho
pankreatu krorainsulinomi (Wild a kol. 2003).

Nowv&jsi konjugaty mohou vykazovat vyssi citlivost, fafad *°™Tc-depreotid je
registrovdn v mnoha zemich pro vyhodnocovani izahgeh plicnich noddl prsnich
nadofi a také melanoi (Wild a kol 2003). Na druhé str&nnedavna studie, ktera

porovnavala OctreoScan®¥'Tc-depreotidem na 44 pacientech s neuroendokrinnimi
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nadory, ukazala, e peptid zeay in vykazuje daleko vy3&i detekci u
neuroendokrinnich nadiprobzvlas u jaternich metastaz (Lebtaaikol. 2002).

Bylo zji$tno, Ze {*in]DOTA-TOC (DOTA = 1,4,7,10-tetraazacyclododekan-
1,4,7,10-tetraoctova kyselina; TOC = Fgktreotid) a {°Y]DOTA-TOC jsou efektivis
vychytdvané a terapeutickyiané jak u zwat, tak u lidi. Navic vyrna alkoholové
skupiny na C-konci oktapeptidu za kyselou karboxglo skupinu vede ke zvysSeni
afinity k receptoru sstr2. *f'Lu-DOTA]-D-Phe-Tyr*-Thr®-oktreotid (}''Lu]DOTA-
TATE) vykazoval vy3si uptake v tumorech néZip-DTPA]-oktreotid u pacierit s
nadory pozitivnimi na somatostatinové receptoryl¢veikol. 2003).

Tyto nové radiopeptidy majiretelrg vyssi afinitu k sst2 recepton v porovnani
s OctreoScanem, ale jejich afinita k sstr5 je nikksstr3 téns zanedbatelna a k sstr4 a
sstrl nebyla nalezena afinitachto novych sloéenin vibec. Akoli vétSina studii
s radioaktivd znatenymi analogy somatostatinu pracuje s sst2 reaapt¢Reuba kol.
2001), nedavné studie napovidaji, Ze také sstrkti8-5 mohou byt v tumorech
piitomny.

Napiklad pi vazebné studii s vyuZitimtl]-RC-160 (D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-
Lys-Val-Cys-Trp-NH) jako radioligandu, byly objeveny somatostatinae&eptory
Vv 76 % nadak lidskych ovarii. S pouzitim in situ hybridizaceyld nalezena m-RNA
receptoru sstl, 2 a 3 wanych lidskych nadorech. Veitgine nadofi Stitné zlazy ve
studii na 68 pacientech bylo pomoci Northern bhgiti objeveno malo sst2 recejiior
(krom¢ medularniho karcinomu §titné Zlazyyebto se ve vSech nadorech vyskytovaly
receptory sstl, sst3, sst4 a sst5. Primérni patidkgaadenokarcinom byl zobrazen in
vivo [**in]DOTA-lanreotidem (LAN; D-2-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Ly&/al-Cys-Thr-NH),
avsak ne pomoctfin]DTPA-oktreotidu. Také bylo zjisho, Zze f*in]DOTA-LAN méa
vysokou citlivost pro detekci plicnich nadoAvSak tvrzeni, Ze tento peptid se vaze na
sstr2-5 s velkou afinitou a na sstrl s mensi, relsyiné studii potvrzeno (Wild a kol.
2003).

Pro zlepSeni profilu biologické aktivity radioaktly znaenych analog
somatostatinu se tedy ¢ syntetizovat radiopeptid s afinitou ke vSem gpinin
somatostatinovych receptorza &elem potencialniho 2eni spektra nador
dostupnych pro diagnézu a radioterapii (Wild a K2D03). Kovovymi radionuklidy
znaené radiopeptidy maji vyrazny a dlouhodoby ledviupgake, coz limituje jejich
terapeuticky potencial. Jednim zicivyvoje novych radionuklitl odvozenych od

somatostatinu je také snizit tento uptake.
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2.2.1. Chovéni radionuklidy zn&enych derivati somatostatinu v ledvinach

Nedavné studie dokazuji, Ze derivaty somatostainatené radionuklidy
vykazuji vysokou akumulaci v ledvinach. Po gloméral filtraci dochazi k jejich
reabsorbci v btkach ledvinnych tubdl a transportu do lysozaim kde jsou
metabolizovany. Konmé radiometabolity, vyti@né proteolyzou v lysozomech, zde
setrvavaji po dlouhou dobwimz dochazi k vyskytu iptrvavajici radioaktivity
v buikach ledvinnych tubudl Za tuto akumulaci jsou odpé&iné vlastnosti échto
derivati. Na druhou stranu,¢hteré znaené derivaty somatostatinu jsotepeseny do
cilovych burk a tam jsou metabolizovany na koéné radiometabolity. V cilovych
mistech je dlouha doba rezidence karyeh radiometabolit vyhodou, protoZze dochazi
k zachovani vysoké hladiny radioaktivity, a zanoee tim niZe snizit mnozstvi latky
vychytavané v bitkach ledvinnych tubul (Akizawa a kol 2001).

Studie ukazuji, Ze uptake deriwabktreotidu zn&enych radionuklidy rze byt
inhibovan pozitivié nabitymi aminokyselinami L-lysinem a L-argininekteré blokuji
kationicka vazebna mista bikn tubuki ledvin. To nazné&uje, Ze elektrostatické
interakce mezi pozitivh nabitym peptidem a negat&mabitym povrchem buk
ledvinych tubuli mohou hrat vyznamnou roli v reabsorpci peptiglomerularnino
filtratu do burek tubuli. K snizeni reabsorpcete tedy dojit zrnou molekularniho
naboje peptidu (Akizawa a kol 2001).

Molekularni mechanismus uptake derivat somatostatinu zganych
radionuklidy v buikach ledvinnych tubdl neni Uplg vyjasren, ale gedpoklada se, ze
ur¢itou roli v iém hraje megalin/cubilinovy transportni systém (\dest a Christensen
2002). Také studie prové&de na mySich se specificky inaktivovanym genem
pro megalin dokazuji, Ze ledvinny uptake somatosiafch analog je v tomto pipads
daleko mensi nez u mysi bez inaktivace genu prahmegi.eheste a kol. 2003).
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2.3. Studované latky
2.3.1*n-DOTA-NOC

Zamsna aminokyseliny v pozici 3 oktreotidu vedla k @méptidu fin-
DOTA]-1-Nal-oktreotid (}*in]-DOTA-NOC) (obr. 5), ktery ma zlepSenou afinitu
k sstr2 a vysokou afinitu k sstr3 a sstr5 v poronrg fin]DOTA-TOC. Strukturalni
vlastnosti, které vedou k tomuto razsii afinitniho profilu, nejsou jeltzcela
prozkoumany. Ukazalo se v&ak, e 2amPhé za Tyr u oktapeptidl konjugovanych s
DOTA vede k zvy3eni afinity k sstr2, zatimco afinit sstr3 klesa. Zvyseni afinityin-
DOTA-NOC k sstr3 a sstr5 je prasgbdobré zpisobeno vyssi lipofilitou skupiny 1-Nal
(Wild a kol. 2003).

[*"IN]DOTA-NOC ma pondr vychytavani néador/ledviny 2,5kratétéi ve
srovnani s in]DOTA-TOC (Wild a kol. 2003).

HOOC\|_| /—COOH
HOOC—/I_I\)l\ \\\\\j ;
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Obr. 5. Struktura DOTA-NOC
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2.3.2.23-DOTA-Tyr 3-oktreotat

129.DOTA-Tyr*-oktreotat t*1-DOTA-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr)
(obr. 6) ma radionuklid vazan na tyrozinovou skupima rozdil od radiopepfid
znatenych kovovymi radionuklidy, kde jsou radionuklidgelatovany na DOTA.

OH
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Obr. 6. Struktura DOTA-Tyr 3-oktreotatu

2.3.3.1C-metylglukéza a'*C-sacharéza

Analog glukdzy, 1-O-methy-D-glukopyranosid ¢-metylglukoza), je aktivé
transportovan sodiko-glukézovym kotransportovyfenaséem na apikalni membrén
burék ledvinnych tubul. Na rozdil od glukézy neni v Bkach metabolizovan a
negenasi se ifgnaséem pro usnadimy transport na basolateralni memigranbuiky
ven, proto je kumulovan v kige (Boogaard a kol. 1989).

Bylo také zjis¢no, Ze uptake o-metylglukdzy je zavisly na koncentraci a je
satur&ni. Mezi inhibitory tohoto procesu pgatnag. florizin, ktery znemoiuje
transport glukdzy zavisly na sodiku (Boogaard a k689).

Diky aktivnimu influxu by ndla byt a-metylgluk6za kumulovana v hoe ve

vétSi mie neZz sachar6za, kterd je do #urtransportovana pouze pasivni difuzi
(Boogaard a kol. 1989).
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1. Material

3.1.1. Biologicky materidl

Pfi pokusech bylo pouzito laboratornich potkakmene Wistar o hmotnosti
350-400 g z chovné stanice BIOTEST s.r.o., Kon&mwR. Zvitata byla chovana za
konverénich podminek f 12ti hodinovém sitelném rezimu. 12 hodinied pokusy
byla zviatim odejmuta potrava.

Déale byly pouzity pankreatické bkly, v podold burecné linie AR42J
pochazejici z tumoru exokrinniho pankreatu poikakteré byly poskytnuty dr.
Melicharovou z katedry farmakologie a toxikologi@aH-UK. Tato linie je tumorogenni
a vykazuje vyznamnou sekreci amylazy a dalSich lemtdch enzyni. Buiky Ziji ve
sférickych koloniich vola spojené, kazdych 48 hodin se rélggi v poneru 1:2 docisté
baiky, ¢imZ se udrZuje hodnota %0.10 bursk/iml. Adherentni biky mohou byt
rozvolrény 0,2% roztokem EDTA. Jako médium se pouziva RPMAO, 2mM

glutamin a 10% zéarodaé bovinni sérum.

3.1.2. Chemikalie

« Metylglukéza = methyk-D-(U-**C)glucopyranoside (Amersham Biosciences,
VB), specificka aktivita 10 GBg/mmol, koncentracé KBg/ml.

« Sachardza = (U*C)sucrose (Amersham Biosciences, VB),
specificka aktivita 22,2 MBg/mmol, kamtrace 7,4 MBg/ml.

« DOTA-Tyr*-oktreotat = DOTA-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cyshil
(piICHEM, Graz, Austria)

« DOTA-NOC = DOTA-1-Naf-oktreotid = DOTA-D-Phe-Cys-1-Nal-D-Trp-Lys-
Thr-Cys-Thr (piCHEM, Graz, Austria)

* Gentamicin (Lek, inj. 80 mg/2 ml)

* Lysin (Sigma-Aldrich, Steinheim, SRN)

* Maleat (Sigma-Aldrich, Steinheim, SRN)

« Collagenasa cruda (SevaphardiR)
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e Howezi albumin (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)

+ D-glukéza (Lachema a. s., Neratovi€®)

* Trypanova motl(Sigma-Aldrich, Steinheim, SRN)

e Scintilatni roztok (Fluor High Performance LSC coctail, Sayaldrich,
Steinheim, SRN)

3.1.3. Pouzité pistroje

e Centrifuga 3K30H, Sigma, Laborentrifugen GmbH, @=ie, NNmecko

* Laboratorni tepaka KS — 15 Control, Buhler, s inkubydm nastavcem TH 15,
Johanna Otto GmbH, Hechingensiecko

« Gama-spektrometr 1480 WizaMi3"*, Wallac, Turku, Finsko

* Beta-spektrometr 1219 Rackbeta, Wallac, Turku,Keins

« Swtelny mikroskop Meopta R
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3.2. Metodika

3.2.1. Fiprava roztoka

Roztoky byly gipravovany spolupracovniky. Zasobni roztoky prispmavu
Krebs-Henseleitova roztoku A a B s@ppavovaly ve ¥tSim mnoZstvi a z nich secas
potreby p@ipravovaly Krebs-Henseleit A a B roztoky, které smichaly za vzniku
Krebs-Henseleitova pracovniho roztoku.

Priprava zasobnich roztdkmnozstvi v gramech na 1 litr zasobniho roztoku):
NaCl (160,9 g/l), KCI (11,0 g/l), KEPO, (29,92 gfl), MgSQ7H.0 (27,4 g/l), CaGl
bezvody (11,88 g/l), NaHC(9,71 g/l).

Krebs-Henseleitv roztok A je sloZzen z destilované vody (78,5 ml)za
zasobnich roztakNaCl (20,0 ml), KCI (15,0 ml), Cag(11,0 ml), MgSQ.7H,O (5,0
ml) a KH,PO, (2,0 ml). Krebs-Henseldit roztok B byl gedstavovan ze zasobniho
roztoku NaHCQ (100 ml).

Krebs-Henseleitlv roztok byl ghipravovan z pracovniho Krebs-Henseleitova
roztoku (150,0 ml), destilované vody (150,0 ml) BRES (0,9 g), byl chlazen v ledové
drti.

Krebs-Henseleitv roztok s glukézou byl fipravovan z Krebs-Henseleitova
roztoku (150,0 ml) a glukdzy (0,15 g). Uchovavataeé v ledové drti.

Krebs-Henseleiiv roztok s gluk6zou, albuminem a kolagenazou byl
piipravovan z Krebs-Henseleitova roztoku s glukoze@,@ ml), kolagenazy (0,05 g) a
albuminu (1,25 g).

pH téchto roztok bylo upravovano na hodnotu 7,4 pomoci roatédCl (3,6
g/50 ml) a NaOH (2 g/50 ml).

3.2.2. Preparace ledvin a izolace a separace ledwijrth bunék

Preparace ledvin a izolace a separace ledvinnyakbiyla provadna

spolupracovniky dvoufazovou perfazni metodou.
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Ledviny byly vyjmuty, oplachnuty fyziologickym rozkem a peneseny do
kadinky pondené ve vodni lazni steplotou 37 °C a recirkulajicHanksovym
roztokem, kde &hem cca 3 minut doslo k proplachnuti tkan

Poté byly peneseny do dalSi kadinky ve vodni lazni, ktera lotrgala 120 ml
Hanksova roztoku s kolagenazou. Kdyz byly zpozomgvanamky dostatmého
rozvolreni kolagenniho pojiva ledvinnych béky ledviny byly geneseny doifpravené
sklertné misky s 50 ml Krebs-Henseleitova roztoku s alibem a kolagenazou, kde
bylo enzymaticky a mechanicky pinzetou a poté ndtdra provadno uplné rozvolani
ledvinné tkam po dobu asi 20 min za{iéZného okyskovani.

Ziskana suspenze ledvinnych Blarbyla geefiltrovana ges gazu a silonové sito
s oky 85um a centrifugovana v silnastnych zkumavkach (5 min, 80 g, 4 °C).
Supernatant byl odsat aitky byly resuspendovany 5 ml Krebs-Henseleitovaakizt

s glukézou a provedla se centrifugace (1 min, 80%;), celkem 3krat.

3.2.3. Stanoveni pé&tu zivych bunék a Zivotnosti

Patet zivych a mrtvych butk byl urovan v Burkero¥ komirce pod
mikroskopem (z¥tSeni 10x10) z 6Qul vzorku, ktery byl ziskan promichanim 60
suspenze buk obarvenych 6@l trypanové motl.

Z patu zivych burk byl uken pa@et Zivych bugk v Iml burgéné suspenze
jako pitimér poctu zZivych burkk nalezenych veiéch malychétvercich Blrkerovy
komirky nasobeny faktorem 2.10

Zivotnost bukk byla vypaitana jako porr Zivych burk a sowtu Zivych a
mrtvych burk (v %).
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3.2.4. Akumulaéni studie

V akumul&nich studiich byla zkoumana zavislost akumufdeemetylglukézy
v ledvinnych a pankreatickych tkidch a akumulaceC-sachar6zy v ledvinnych
bunkach véasové zavislosti. Poté byla mira akumulace vzafgponovnana.

Déle byla zji§ovana akumulace'*in-DOTA-NOC v ledvinnych biikéach
v zavislosti na p&tu burek ve vzorku, na tepléta na mnoZzstvi peptidu ve vzorku.
Akumulace in-DOTA-NOC v buikdch byla dale sledovana ¥itemnosti
potencialnich inhibitar, jako jsou gentamicin, lysin, maleat nebo alburoimizné
koncentraci a vlivdchto latek byl vzajemnporovnan.

Dale byla zjifovana akumulace dalsiho radiopeptidu'®-DOTA-Tyr-
oktreotatu v ledvinnych hikach a ovliveni této akumulaceiiomnosti gentamicinu a

maleétu.

3.2.4.1. Akumulace*C-metylglukézy a**C-sacharézy v ledvinnych a
pankreatickych buikach

Poté, co byl zji&n patet Zivych bugk v jednom ml, byla suspenze likn
doplrtna Krebs-Henseleitovym roztokem s gluk6zou na objgm kterém byla
koncentrace 2.funsk na 1 ml.

Bunéénéa suspenze byla roddna do 24 inkubaich zkumavekdtyii vzorky od
kazdé doby inkubace) po 1 ml (pankreatickékyupo 2 ml). Buiky byly vioZzeny do
inkubatoru, kde byly temperovany na teplotu 37 € dobu 3 minut. Poté bylo do
vzorki pridano 10ul zkoumané zngené latky ¥*C-metylglukéza ve finélni koncentraci
0,35 pumol/l; **C-sachar6za ve finalni koncentraci 0;880l/l) a po poZzadovanou dobu
(1, 2, 5, 10, 20, 30 minut) byly vzorky inkubovapf teplo€ 37 °C za standardniho
trepani (280 kmit/min).

Po uplynuti poZzadované doby byla inkubace wkoa gidanim 3 ml Krebs-
Henseleitova roztoku o teptott °C. Byla provedena centrifugace (1 min, 4 °Cg3@
poté bylo odebrano 0,5 ml supernatantu (média)teiomédia byl odsan a bky byly
promichany pdanim 4 ml Krebs-Henseleitova roztoku. Poté byleovpdena
centrifugace za stejnych podminek a celé médiuno logsato. Bylo idano 5 ml

Krebs-Henseleitova roztoku, tiky se promichaly a poté prétda znovu centrifugace a
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odsati busk. Znovu bylo pidano 5 ml Krebs-Henseleitova roztoku, vzorky byly
stejnym zsobem zcentrifugovany a médium bylo odsato.

Zkumavky s biikami byly proplachnuty 3krat 2 ml Krebs-Henseledawztoku,
bylo odebrano 0,5 ml suspenze Bkia k nim bylo pidano 5 ml scintilaniho roztoku.
Poté byly vzorky niteny beta-spektrometrem. Ke vzonk média bylo také fiddno 5
ml scintilatniho roztoku a jejich radioaktivita byla 2Ziena pomoci beta-spektrometru.

Dale byly gipraveny 4 standardy. Z 10l znaené latky a 5 ml destilované
vody, bylo odebrano 0,5 ml, ke kteréemu byltidgno 5 ml scintilaniho roztoku.
Radioaktivita standatdbyla zne&iena a po fepaitu bylo s jejich piimérnou hodnotou
dale p&itano jako s vloZzenou davkou radioaktivity.

3.2.4.2. Akumulace'*in-DOTA-NOC v buiikach v zavislosti na pétu bunék ve

vzorku

Po zjiseni patu burék na 1 ml, byla suspenze hiknpostupi naedna Krebs-
Henseleitovym roztokem s glukézou na 3,101¢, 1.16 a 0,5.18 bursk v 1 ml a od
kazdé koncentrace byl 3krat 1 ntepesen do inkulai zkumavky.

Bunééné vzorky byly temperovany na teplotu 37 °C po d8buinut. Poté bylo
do vzork piidano 10ul *in-DOTA-NOC (finalni koncentrace 6,4 nmol/l) a poh
30 min byly inkubovany i 37 °C a tepany rychlosti 280 kmiifmin.

Po této dob byla inkubace zastavena 4 ml Krebs-Henseleitoztoko o teplat
4 °C, prokghla centrifugace (1 min, 4 °C, 80 g) a bylo odebr@rb ml média. Zbytek
média byl odsan a k bkam byly jest 2krat gidany 4 ml roztoku Krebs-Henseleitova,
véetre centrifugace a odsati. Druha centrifugace trvataird (4 °C, 80 g) aiéti 3 min
(4 °C, 80 g).

Zkumavky s biikami byly proplachnuty 3krat 2 ml Krebs-Henseledawztoku
a obsah byl felit do netricich nadobek. Poté byla radioaktivita vabmkérena gama-
spektrometrem spolu se vzorky médii, ke kterym Ipfidano 5 ml destilované vody.

Byly piipraveny 3 standardy, slozené z 10 'in-DOTA-NOC a 5 ml
destilované vody. Radioaktivita standatalyla zneiena a s jejich @mérnou hodnotou

bylo dale pgitano jako s vloZzenou davkou radioaktivity.
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3.2.4.3. Akumulace'*in-DOTA-NOC v bu iikach v zavislosti na teplog

Po zjiseni paitu burek na 1 ml, byla bu&na suspenze mexkna Krebs-
Henseleitovym roztokem s glukézou na 2.bdinsk/1 ml a po 1 ml napipetovana do
inkubasnich zkumavekCast zkumavek bylaipdem naféna na 37 °C v inkubatoru a
¢ast ochlazena vapaci ledové 14zni na 4-8 °C a 1-2 °C. Po tempatagnavek na tyto
teploty bylo gidano 10ul **in-DOTA-NOC (finalni koncentrace 6,4 nmol/l) a vkgr
byly 30 min zaitepani rychlosti 280 kmiitmin inkubovany.

Po této dob byla inkubace zastavena 4 ml Krebs-Henseleitoztoko o teplat
4 °C, prokghla centrifugace (1 min, 4 °C, 80 g) a bylo odebr@rb ml média. Zbytek
média byl odsan a k hkam byly jest 2krat gidany 4 ml Krebs-Henseleitova roztoku,
véetre centrifugace a odsati. Druha centrifugace trvataird (4 °C, 80 g) aiéti 3 min
(4 °C, 80 g).

Zkumavky s biikami byly proplachnuty 3krat 2 ml Krebs-Henseledawztoku
a obsah byl felit do netricich nadobek. Poté byla radioaktivita vabmérena gama-
spektrometrem spolu se vzorky médii, ke kterym lpyidano 5 ml destilované vody.

Byly piipraveny 3 standardy, slozené z 10 'in-DOTA-NOC a 5 ml
destilované vody. Radioaktivita standatolyla znéiena a s jejich @mérnou hodnotou

bylo dale pgitano jako s vloZzenou davkou radioaktivity.

3.2.4.4. Akumulace'*in-DOTA-NOC v bu iikach v zavislosti na mnoZstvi peptidu

ve vzorku

Po zjiSéni paitu zivych burk na 1 ml, byla bugna suspenze dopina Krebs-
Henseleitovym roztokem s gluk6zou na objeinkferém byla koncentrace 2°Bursk
nalml.

Bunééna suspenze byla po 1 ml nepipetovana do iniibh zkumavek, které
byly predem temperovany na teplotu 37 °C. Po preinkubaik3 min @i 37 °C, byl
pfidan zna&eny peptid**in-DOTA-NOC v mnoZstvi 2ul (finalni koncentrace 1,3
nmol/l), 10ul (findlni koncentrace 6,4 nmol/l) a 50 (finalni koncentrace 31,9 nmol/l),
kazdy do tech zkumavek. Vzorky byly inkubovany 30 miti 87 °C v tepace fi
280kmitech/min.
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Po této dob byla inkubace zastavena 4 ml Krebs-Henseleitoztoko o teplat
4 °C, prokghla centrifugace (1 min, 4 °C, 80 g) a bylo odebr@b ml supernatantu
(média). Zbytek média byl odsan a knkam byly jes¢ 2krat gidany 4 ml Krebs-
Henseleitova roztoku,éetré centrifugace a odsati. Druha centrifugace trvataid (4
°C, 80 g) afteti 3 min (4 °C, 80 g).

Zkumavky s bikami byly proplachnuty 3krat 2 ml Krebs-Henseledawztoku
a obsah byl felit do neticich nadobek. Poté byla radioaktivita vabmkérena gama-
spektrometrem spolu se vzorky médii, ke kterym Ipfldano 5 ml destilované vody, a
se standardy.

Standardy byly tvieny 10ul **in-DOTA-NOC a 5 ml destilované vody. Jejich
radioaktivita byla zréfena a s gimérnou hodnotou bylo dale pitano jako s vioZenou

davkou radioaktivity.

3.2.4.5. Akumulace™in-DOTA-NOC (**1-DOTA-Tyr >-oktreotatu) v buiikach

v prritomnosti potencialnich inhibitora

Po zjisEni paitu burék obsazenych v 1 ml, byla b&fma suspenze predkna
Krebs-Henseleitovym roztokem s glukézou na koneen.16 bursk/1ml.

Do ¢asti inkub&nich zkumavek byla napipetovana zkoumana latka&idabrky
slouzily jako kontrolni) a do vSech 1 ml igné suspenze. Po inkubaci 3 min za teploty
37 °C bylo gidano do viech zkumavek 10 pl zemého peptidu*tiin-DOTA-NOC,
finalni koncentrace 6,4 nmol/'*1-DOTA-Tyr*-oktreotat, finalni koncentrace 6,4
nmol/l) a vzorky byly inkubovany 30 mir¥ipeplo& 37 °C a za promichavani rychlosti
280 kmit/min.

Po této dob byla inkubace zastavena 4 ml Krebs-Henseleitoztoko o teplat
4 °C, prokghla centrifugace (1 min, 4 °C, 80 g) a bylo odebr@rb ml média. Zbytek
média byl odsan a k hkam byly jest 2krat gidany 4 ml Krebs-Henseleitova roztoku,
véetre centrifugace a odsati. Druha centrifugace trvataid (4 °C, 80 g) aféti 3 min
(4 °C, 80 g).

Zkumavky s biikami byly proplachnuty 3krat 2 ml Krebs-Henseledawztoku
a obsah byl felit do neficich nadobek. Poté byla radioaktivita vabnkérena gama-
spektrometrem spolu se vzorky médii, ke kterym lpyidano 5 ml destilované vody, a

se standardnimi vzorky.
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Byly piipraveny 3 standardy slozené z gD **in-DOTA-NOC (**3-DOTA-
Tyr-oktreotatu) a 5 ml destilované vody. Radioaktivitiandard byla zngiena a
s jejich piimérnou hodnotou bylo déale piano jako s vloZzenou davkou radioaktivity.

Latky pouZivané k ovlivéni akumulacé*in-DOTA-NOC:
lysin 100ul o koncentraci 1 mol/l (finalni koncentrace 0,1lf)o
maleat 175 o koncentraci 145 mmol/l (findlni koncentracer@gol/l)
gentamicin 1Qul o koncentraci 84 mmol/l (finalni koncentrace éhol/l)
albumin 20 a 10@l o koncentraci 5 mmol/l (finalni koncentrace 0,@,8 mmol/l)

Latky pouZivané k ovlivéni akumulacé®1-DOTA-Tyr>-oktreotatu:
gentamicin 3Qul o koncentraci 84 mmol/l (findlni koncentrace &mol/l)

maleat 1Qul o koncentraci 145 mmol/l (finalni koncentrace bnol/l)

36



3.3. Vysledky

3.3.1. Akumulace™C-metylglukézy v ledvinnych buikach

Tabulka 2 zobrazuje vysledky &eni akumulace™C-metylglukézy (finalni
koncentrace 0,35umol/l) v ledvinnych btikach v zavislosti
akumulace jsou vztaZeny na procenta radioaktividvbursk vici viozené davce

radioaktivity. Kon€né vysledky jsou mmérné hodnoty akumulace z kazdé doby

inkubace.

nacase. Hodnoty

Tabulka 2. Hodnoty akumulace **C-metylglukézy v ledvinnych buikach v zavislosti natase

Doba Radioaktivitav | Pfepoétena 1% Akumulace (% davky)
inkubace bunéénych radioaktivita | vlozené Primérna hodnota +
(min) vzorcich (dpm) | (dpm/10°) | davky | HOUMOR | ko dama odchylka

588,0 308,2 2 083,9 0,148

1 552,0 289,3 2 083,9 0,139 0,138 £ 0,011
504,0 264,2 2 083,9 0,127
696,0 364,8 2 083,9 0,175

2 636,0 333,3 2 083,9 0,160 0,164 + 0,008
636,0 333,3 2 083,9 0,160
636,0 333,3 2 083,9 0,160
864,0 452.,8 2 083,9 0,217

5 876,0 459,1 2 083,9 0,220 0,214 + 0,006
828,0 434,0 2 083,9 0,208
840,0 440,3 2 083,9 0,211
936,0 490,6 2 083,9 0,235

10 1020,0 534,6 2 083,9 0,257 0,251+ 0011
1020,0 534,6 2 083,9 0,257
1 020,0 534,6 2 083,9 0,257
1032,0 540,9 2 083,9 0,260

20 1044,0 547,2 2 083,9 0,263 0,266 + 0,008
1092,0 572,3 2 083,9 0,275
900,0 471,7 2 083,9 0,226
876,0 459,1 2 083,9 0,220

30 960,0 503,1 2 083,9 0,241 0,229 % 0,009
912,0 478,0 2 083,9 0,229
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3.3.2. Akumulace™C-metylglukézy v pankreatickych buiikach

Tabulka 3 zobrazuje vysledky &eni akumulace™C-metylglukézy (finalni
koncentrace 0,3qumol/l) v pankreatickych hikach v zavislosti natase. Hodnoty
akumulace jsou vztaZeny na procenta radioaktivityvbunsk vici viozené davce
radioaktivity. Kon€né vysledky jsou mmérné hodnoty akumulace z kazdé doby

inkubace.

Tabulka 3. Hodnoty akumulace*C-metylglukézy v pankreatickych buiikach v zavislosti naéase

Doba | Radioaktivitav | PFepoétena . Akumulace (% davky)
. N i . 1 % vlozené L.
inkubace bunéénych radmakuvgta déavky Hodnota Pramérna hodnota +
(min) | vzorcich (dpm) (dpm/10°) smérodatna odchylka

124,9 76,4 3598,613 0,021
131,7 80,6 3598,613 0,022

1 : : : : *
140,2 35,8 3524,106 0,010 0,016 £ 0,007
133,0 33,9 3524,106 0,010
115,5 70,7 3598,613 0,020
142,1 87,0 3598,613 0,024

2 : : : : *
121,0 30,9 3524,106 0,009 0,015+ 0,008
115,4 29,4 3524,106 0,008
156,4 95,7 3598,613 0,027
96,2 58,9 3598,613 0,016

5 ! : . : *
148,3 37,8 3524,106 0,011 0,016 £ 0,007
167,5 42,7 3524,106 0,012
86,7 53,1 3598,613 0,015
117,8 72,1 3598,613 0,020

10 1 1 1 1 i
142,7 36,4 3524,106 0,010 0,014 £0.004
158,2 40,4 3524,106 0,011
250,2 153,1 3598,613 0,043
116,5 71,3 3598,613 0,020

20 : : : : 0,023 £ 0,014
200,0 51,0 3524,106 0,014 ' ’
185,6 47,3 3524,106 0,013
177,8 108,8 3598,613 0,030
197,2 120,7 3598,613 0,034

30 : : : : 0,025 + 0,008
252,0 64,3 3524,106 0,018 ' ’
2373 60,5 3524,106 0,017
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3.3.3. Akumulace™*C-sacharézy v ledvinnych buikach

Tabulka 4 zobrazuje vysledky &eni akumulace‘C-sacharézy (finalni
koncentrace 0,33umol/l) v ledvinnych btikach v zavislosti
akumulace jsou vztaZeny na procenta radioaktivityvbunsk vici vioZzené davce
radioaktivity. Kon€né vysledky jsou mmérné hodnoty akumulace z kazdé doby

inkubace.

nacase. Hodnoty

Tabulka 4. Hodnoty akumulace®C-sacharézy v ledvinnych buikach v zavislosti natase

Akumulace (% davky)

Doba Radioaktivita v Pfepoctena 1 % viovené
inkubace bunécénych radioaktivéta (:jévky Hodnota Pramérna hodnota +
(min) vzorcich (dpm) (dpm/10°) smérodatna odchylka

408,0 213,8 4 379,68 0,049
396,0 207,5 4 379,68 0,047

1 : ! : +
4440 232,7 4 379,68 0,053 0,051 £0,003
444,0 232,7 4 379,68 0,053
588,0 308,2 4 379,68 0,070
492,0 257,9 4 379,68 0,059

2 i 1 1 i
492,0 257,9 4 379,68 0,059 0,062 £ 0,006
504,0 264,2 4 379,68 0,060
516,0 270,4 4 379,68 0,062
540,0 283,0 4 379,68 0,065

5 3 1 1) i
588,0 308,2 4 379,68 0,070 0,064 £0,005
480,0 251,6 4 379,68 0,057
516,0 270,4 4 379,68 0,062

10 576,0 301,9 4 379,68 0,069 0,065 + 0,004
540,0 283,0 4 379,68 0,065
504,0 264,2 4 379,68 0,060
720,0 377,4 4 379,68 0,086

20 : : ’ +
648,0 339,6 4 379,68 0,078 0,071£0,013
516,0 270,4 4 379,68 0,062
660,0 345,9 4 379,68 0,079

30 588,0 308,2 4 379,68 0,070 0,075 £ 0,004
636,0 333,3 4 379,68 0,076
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3.3.4. Porovnani akumulace‘C-metylglukézy v ledvinnych a pankreatickych
buiikach s akumulaci**C-sacharézy v ledvinnych buikéach
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0,000 ‘ ‘ \ \ \ T \

—e— Akumulace 14C-methylglukdzy vledvinnych bunkéch
—m— Akumulace 14C-methylglukdzy v pankreatickych bufikach
—a— Akumulace 14C-sachardzy vledvinnych burnkéch

Graf 4. Porovnani akumulace **C-metylglukézy v ledvinnych a pankreatickych buikach a *C-

sachar6zy v ledvinnych butkach v zavislosti natase
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3.3.5. Akumulacein-DOTA-NOC v zavislosti na teplot

Tabulka 5 zobrazuje vysledky &eni akumulace'*in-DOTA-NOC (finalni

koncentrace 6,4 nmol/l) v ledvinnych itkaich v zavislosti na teplotpri konstantnim
mnoZstvi viozeného peptidu. Doba inkubace je 3Qutniki teplog 37 °C, 4-8 °C a 1-2

°C. Hodnoty akumulace jsou vztaZeny na procentaoatvity v 10 burtk vigi

vloZzené davce radioaktivity. Dale jsou hodnoty sé&eanou teplotou fippaiteny na

procentualnicast paimérné akumulace ipdané teplat z primérné akumulace ip 37°

stejného nireni (kontrola).

Tabulka 5. Hodnoty akumulace*in-DOTA-NOC v ledvinnych buiikach v zavislosti na teplog

Radioaktivita

Akumulace (% davky)

Teplota | v buné&nych PFe_poétgar)é 1v% ) Primérna Relativni
(T) vzorcich radloaktlvf!ta vIo’zene Hodnota hoglnota i, ilkumulace
(cpm) (cpm/10°) davky smérodatna (% kontroly)
odchylka
24 828,3 12 414,15 7 316,32 1,697
22 657,8 11 328,90 7 316,32 1,548 1,569 £ 0,119
21 387,7 10 693,85 7 316,32 1,462
1128,9 564,45 669,15 0,844
37 896,4 448,20 669,15 0,670 0,757 +0,087 100,00
47 081,5 23 540,75 | 11 945,31 1,971
50525,1 2526255 | 11 945,31 2,115
44 058,4 22 029,20 | 11 945,31 1,844 1,965+ 0,098
46 123,2 23 061,60 | 11 945,31 1,931
2714,8 1 357,40 7 316,32 0,186
5539,6 2 769,80 7 316,32 0,379 0,454 + 0,313
4.8 11 670,2 5 835,10 7 316,32 0,798 24.23
141,8 70,90 669,15 0,106
2111 105,55 669,15 0,158 0,148 + 0,031
240,2 120,10 669,15 0,179
5075,7 2 537,85 11 945,31 0,212
3280,2 1 640,10 11 945,31 0,137
1-2 7 433,1 3716,55 11 945,31 0,311 0,218+ 0,062 1111
5079,2 2 539,60 11 945,31 0,213
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Graf 5. Akumulace in-DOTA-NOC v ledvinnych buiikach v zavislosti na teplo¥ vzhledem
k teploté 37 °C (akumulace f#i 37 °C = 100 %)
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3.3.6. Akumulace*in-DOTA-NOC v zavislosti na pottu bunék ve vzorku

Tabulka 6 zobrazuje vysledky &eni akumulace'*in-DOTA-NOC (finalni
koncentrace 6,4 nmol/l) v ledvinnychitké&ch v zavislosti na @tu bureék ve vzorku pi
stejném mnozstvi vloZzeného peptidu. Doba inkubacg0j minut i 37 °C. Hodnoty
akumulace jsou vztaZeny na procenta radioaktividvbursk vici viozené davce
radioaktivity. Kon€né vysledky jsou mmérné hodnoty akumulace kazdéhocpo

burgk ve vzorku.

Tabulka 6. Hodnoty akumulace *in-DOTA-NOC v ledvinnych buiikdch v zavislosti na pétu

bunék ve vzorku

. . Radioaktivita v Akumulace (% davky)
Pocet bunék ve bunécénych 1 % vlozené davky Pramérna hodnota +
% 10° " rdmérna hodnota £
vzorku (109 | \zorcich (cpm) Hodnota | o srodatné odchylka
5107,7 7 316,316 0,698
0,5 6 455,6 7 316,316 0,882 0,821 £ 0,106
6 453,5 7 316,316 0,882
13 276,9 7 316,316 1,815
1,0 : : : , +0,
99222 7 316,316 1,356 1,585+ 0,324
20 829,5 7 316,316 2,847
2,0 200115 7 316,316 2,735 2,750 £ 0,090
19523,1 7 316,316 2,668
27 728,3 7 316,316 3,790
3,0 26 839,6 7 316,316 3,668 3,829+ 0,184
29 478,3 7 316,316 4,029
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Graf 6. Zavislost akumulacein-DOTA-NOC na poétu bunék ve vzorku
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3.3.7. Akumulace*in-DOTA-NOC v zavislosti na mnoZstvi peptidu ve vziku

Tabulka 7 zobrazuje vysledky d&eni akumulace *in-DOTA-NOC
v ledvinnych biikach v zavislosti na mnoZzstvi viozeného peptidubd®mkubace je 30
minut @i 37 °C. Hodnoty akumulace jsou vztaZeny na praceatioaktivity v 18
burék z vloZené davky radioaktivity. Kowteé vysledky jsou pimérné hodnoty

akumulace kazdého mnozstvi peptidu.

Tabulka 7. Hodnoty akumulace™in-DOTA-NOC v ledvinnych buiikach v zavislosti na mnozstvi

peptidu ve vzorku

o AA
Finalni Radioia\ lf tiyita Pfepoctena < Alumutace (I;?Gdni\él:r}%
koncentrace v bunec,nych radioaktivita 1% Ylozene hod +
vzorcich 6 davky Hodnota odnota £
111In-DOTA-NOC (cpm) (cpm/lO ) smeérodatna
odchylka
298,9 149,5 669,151 0,223
1,3 nmol/l 307,6 153,8 669,151 0,230 0,202 + 0,035
203,2 101,6 669,151 0,152
3362,1 1681,1 669,151 2,512
6,4 nmol/l 1128,9 564,5 669,151 0,844 1,342 £ 0,831
896,4 448,2 669,151 0,670
5543,3 27717 669,151 4,142
31,9 nmol/l 5686,4 2 843,2 669,151 4,249 4,228 + 0,064
5746,7 2 873,4 669,151 4,294
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Graf 7. Zavislost radioaktivity akumulované v buiikdch na mnozstvi**in-DOTA-NOC
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3.3.8. Akumulace*in-DOTA-NOC v p ¥tomnosti gentamicinu

Tabulka 8 zobrazuje vysledky &eni akumulace'*in-DOTA-NOC (finalni
koncentrace 6,4 nmol/l) a 2mu akumulace vifitomnosti gentamicinu. Hodnoty
akumulace jsou vztaZeny na procenta radioaktivityvbunsk vici viozené davce
radioaktivity. Konéné vysledky jsou gimérné hodnoty akumulace bez (kontrola) a

Vv pfitomnosti gentamicinu.

Tabulka 8. Hodnoty akumulace 'in-DOTA-NOC v ledvinnych buiikach v piitomnosti

gentamicinu
Radioaktivita | . . Akumulace (% davky)
v bunécnych Prepoctena 1 % vlozené
Vzorky vzorcich radloaktlvf!ta davky Hodnota PrLimerna hodnota +
(c (cpm/10%) smérodatna odchylka
pm)
25 806,3 12 903,2 7611,76 1,695
kontrola 29 014,3 14 507,2 7611,76 1,906 1,805 £ 0,086
27 633,2 13 816,6 7 611,76 1,815
entamicin 24 323,5 12 161,8 7 611,76 1,598
8 8 mmol/l 28 901,5 14 450,8 7 611,76 1,898 1,925 + 0,278

’ 34 685,3 17 342,7 7611,76 2,278

S 2,500
=

a2 2,000
S 1,500

>

=

& 1,000 -

°

S 0,500 -
3

« 0,000
E kontrola gentamicin

2 0,8 mmol/l

<

Graf 8. Akumulace *in-DOTA-NOC v ledvinnych buiikéch v piitomnosti gentamicinu

50



3.3.9. Akumulace*in-DOTA-NOC v p ¥tomnosti lysinu

Tabulka 9 zobrazuje vysledky &eni akumulace'*in-DOTA-NOC (finalni
koncentrace 6,4 nmol/l) v ledvinnychitkach a zminu akumulace vifitomnosti lysinu.
Hodnoty akumulace jsou vztaZeny na procenta ratiogkv 10° bursk vici vioZené
davce radioaktivity. Konmé vysledky jsou m@mérné hodnoty akumulace bez

(kontrola) a v pitomnosti lysinu.

Tabulka 9. Hodnoty akumulace™in-DOTA-NOC v ledvinnych buiikach v piftomnosti lysinu

Radioaktivita 3 o Akumulace (% davky)
. Prepoctena s oy .
v bunéénych . O 1 % vlozené Priimérna hodnota
Vzorky P radioaktivita . . )
vzorcich 6 davky Hodnota + smérodatna
(cpm/10°)
(cpm) odchylka
25 806,3 12 903,2 7 611,76 1,695
kontrola 29 014,3 14 507,2 7 611,76 1,906 1,805 + 0,086
27 633,2 13 816,6 7611,76 1,815
13 932,7 6 966,4 7611,76 0,915
lysin 0,1 mol/l 14 572,0 7 286,0 7611,76 0,957 0,940 £ 0,018
14 429,6 7214,8 7 611,76 0,948
o 2,500
5
o 2,000 -
=
3 1,500
=
T 1,000 -
S
o 0,500 ~
(]
c
g 0,000
=2 kontrola lysin
< 0,1 molll

Graf 9. Akumulace **in-DOTA-NOC v ledvinnych buiikéch v p¥itomnosti lysinu
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3. 3. 10. Akumulace™in-DOTA-NOC v p #tomnosti maleatu

Tabulka 10 zobrazuje vysledkyéteni akumulacéin-DOTA-NOC (finalni
koncentrace 6,4 nmol/l)v ledvinnych iitkach a zminu akumulace viftomnosti
maleatu. Hodnoty akumulace jsou vztaZeny na pracexioaktivity v 16 bursk vigi
vloZzené davce radioaktivity. Kotieé vysledky jsou gimérné hodnoty akumulace bez

(kontrola) a v pitomnosti maleatu.

Tabulka 10. Hodnoty akumulace*in-DOTA-NOC v ledvinnych buiikéch v p¥itomnosti maleatu

Radioaktivita ] Akumulace (% davky)
bun&&nvch Prepoctena | , , loend
Vzorky v unec,nyc radioaktivita 1% Yozene Primérna hodnota +
vzorcich (cpm /106) davky Hodnota . . -
(cpm) p smérodatna odchylka
25 806,3 12 903,2 7 611,76 1,695
kontrola 29 014,3 14 507,2 7611,76 1,906 1,805 *+ 0,086
27 633,2 13 816,6 7 611,76 1,815
maleat 13 788,9 6 894,5 7 611,76 0,906
22 mmol/l 13718,7 6 859,4 7 611,76 0,901 0,895 + 0,012
13 365,1 6 682,6 7 611,76 0,878
® 2,500 -
c
3
° 2,000 -
S
=, 1,500
X
3
- 1,000 -
S
o 0,500 -
o
8
g 0,000
3 kontrola maleat
< 25 mmol/l

Graf 10. Akumulace *in-DOTA-NOC v ledvinnych buiikach v piitomnosti maleatu

52



3. 3. 11. Akumulace™in-DOTA-NOC v p #tomnosti albuminu

Tabulka 11 zobrazuje vysledkyéteni akumulacein-DOTA-NOC (finalni
koncentrace 6,4 nmol/l) v ledvinnych itkéich a zminu akumulace viftomnosti
albuminu v fizném mnozstvi. Hodnoty akumulace jsou vztazeny macemta
radioaktivity v 16 bursk vici vioZzené davce radioaktivity. Koteé vysledky jsou
pramérné hodnoty akumulace be#tomnosti albuminu (kontrola) a wipomnosti

albuminu o dvoutznych koncentracich.

Tabulka 11. Hodnoty akumulace™!in-DOTA-NOC v ledvinnych buiikach v piitomnosti maleétu

Radioaktivita v | Pfepoétena . Akumulace (% davky)
N . L 1 % vloZené o .
Vzorky bunfecnych radloaktNéta dévky Hodnota Pramérna hodnota +
vzorcich (cpm) | (cpm/10°) smérodatna odchylka
6 568,5 3284,3 1 588,979 2,067
kontrola 7 5445 3772,3 1 588,979 2,374 2,122 + 0,187
6119,3 3 059,7 1 588,979 1,926
albumin 9125,0 4562,5 1 588,979 2,871
0.1 mmol/l 9892,5 4946,3 1 588,979 3,113 3,123 £ 0,209
10 754,8 5377,4 1 588,979 3,384
albumin 4891,3 2 4457 1 588,979 1,539
0.5 mmolll 4941,8 2470,9 1 588,979 1,555 1,449 + 0,138
3986,1 1993,1 1 588,979 1,254
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Graf 11. Zavislost akumulace **in-DOTA-NOC v ledvinnych buiikéch na pFitomnosti rizného

mnozstvi albuminu
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3. 3. 12. Porovnani vlivu inhibitorii na akumulaci**in-DOTA-NOC
Tabulka 12 zobrazuje vliv inhibitdrna akumulaci*in-DOTA-NOC o finalni

koncentraci 6,4 nmol/l (kontrola) v ledvinnychitiéch.

Tabulka 12. Porovnani vlivu inhibitoré na akumulaci **in-DOTA-NOC

v ledvinnych buitkach

vzork Relativni akumulace
y (% kontroly)
"n-DOTA-NOC 6,4 nmol/l 100,00
+ lysin 0,1 mol/l 52,07
+ maleat 22 mmol/l 49,57
+ gentamicin 0,8 mmol/l 106,62
+ albumin 0,1 mmol/l 147,15
+ albumin 0,5 mmol/l 68,30
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Graf 12. Porovnani akumulace™in-DOTA-NOC v p ¥itomnosti lysinu, maleatu, gentamicinu a

albuminu (kontrola = 100 %)
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3. 3. 13. Akumulaceé®-DOTA-Tyr 3-oktreotatu v p¥itomnosti gentamicinu

Tabulka 13 zobrazuje vysledky&eni akumulacé?l-DOTA-Tyr>-oktreotatu
(findlni  koncentrace 6,4 nmol/l) vledvinnych ikdch a zmnu akumulace
v pritomnosti gentamicinu. Hodnoty akumulace jsou vetgZzna procenta radioaktivity
v 1 bunsk vagi vioZené davce radioaktivity. Koteé vysledky jsou mimerné

hodnoty akumulace bez (kontrola) ait@mnosti gentamicinu.

Tabulka 13. Hodnoty akumulace'*I-DOTA-Tyr *-oktreotatu v ledvinnych buiikach v p¥itomnosti

gentamicinu
Radioaktivita Akumulace (% davky)
o . Prepoctena o . .,
\% bunecnych . . 1 % vlozené Primérna hodnota +
Vzorky . radioaktivita . . ;
vzorcich (cpm/lOe) davky Hodnota smérodatna
(cpm) odchylka
4 8247 24124 10 933,88 0,221
kontrola 5607,4 2 803,7 10 933,88 0,256 0,297 + 0,084
9 059,8 4 529,9 10 933,88 0,414
entamicin 5249,3 2624,7 10 933,88 0,240
g 5 mmol/l 5 608,6 2 804,3 10 933,88 0,256 0,250 + 0,007
’ 5531,0 2 765,5 10 933,88 0,253
3
< 0,400
2 0,350 -
08 0,300 -
3 0,250 -
—(;U 0,200
S 0,150
S 0,100 -
% 0,050 -
= 0,000
§ kontrola gentamicin
Ef 2,5 mmol/l

Graf 13. Akumulace **3-DOTA-Tyr *-oktreotatu v ledvinnych buiikach v piitomnosti gentamicinu
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3. 3. 14. Akumulaceé®-DOTA-Tyr 3-oktreotatu v p¥itomnosti maleétu

Tabulka 14 zobrazuje vysledky&teni akumulacé?l-DOTA-Tyr>-oktreotatu
(finalni koncentrace 6,4 nmol/l) v ledvinnych fkdch a zmnu této akumulace
v pritomnosti maleatu. Hodnoty akumulace jsou vztaZeayprocenta radioaktivity
v 1P bunsk vasi vioZené davce radioaktivity. Koteé vysledky jsou mimerné

hodnoty akumulace bez (kontrola) ait@mnosti maleatu.

Tabulka 14. Hodnoty akumulace®I-DOTA-Tyr *-oktreotatu v ledvinnych buiikach v piitomnosti

maleatu
, . L Akumulace (% davky)
Radioaktivita v | Pfepoctena 1%
Vzorky bunécénych radioaktivita| vlozené Hodnota Primérna hodnota +
vzorcich (cpm) | (cpm/10°) davky smérodatna odchylka
4 824,7 2412,4 10 933,88 0,221
kontrola 5607,4 2 803,7 10 933,88 0,256 0,297 £ 0,084
9 059,8 4529,9 10 933,88 0,414
maledt 4 469,2 2 234,6 10 933,88 0,204
1.5 mmol/l 45952 2 297,6 10 933,88 0,210 0,219 £ 0,016
5 288,7 2 644.,4 10 933,88 0,242
%
c 0,450 -
a 0,400 -
LDO 0,350 1
§ 0,300 -
=< 0,250 ~
%‘ 0,200 -
X 0,150 ~
8 0,100 1
ks 0,050 -
g 0,000
=2 kontrola maleét
< 1,5 mmol/l

Graf 14. Akumulace ™1-DOTA- Tyr >-oktreotétu v ledvinnych buiikach v piitomnosti maleétu
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3. 3. 15. Porovnani vlivu inhibitorii na akumulaci **1-DOTA-Tyr 3-oktreotatu

Tabulka 15 porovnava vliv inhibitdrna akumulact?3-DOTA-Tyr>-oktreotatu

o finélni koncentraci 6,4 nmol/l (kontrola) v ledwych buikach.

Tabulka 15. Porovnani vlivu inhibitori na akumulaci**1-DOTA-Tyr *-

oktreotatu v ledvinnych buitkach

Vzork Relativni akumulace
y (% kontroly)
125 DOTA-Tyr’-oktreotat 6,4 nmol/l 100,00
+ gentamicin 2,5 mmol/l 84,18
+ maleéat 1,5 mmol/l 73,74
= 120,00 -
=
= 100,00 -
e}
X
S 80,00 -
3
© 60,00 -
>S5
g 40,00 A
X
S
c 20,00 -
=
3 0,00
o kontrola gentamicin 2,5 mmol/| maleéat 1,5 mmol/|

Graf 15. Porovnani akumulace®-DOTA-Tyr 3-oktreotatu v ledvinnych buiikach v p¥itomnosti

gentamicinu a maleatu (kontrola = 100 %)
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4. DISKUZE
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Pro studium transportu vybranych latek byly pouZiko experimentalni
model izolované ledvinné kly, které byly pipraveny pomoci dvoustipvé
kolagendzové metody. Ta <@ v rozvolkni mezibugénych spoji ve
vypreparovanych ledvinach experimentalnihaedd pomoci perfaze Zivnym roztokem
s kolagenazou. Po dalSich Upravach byly pouZity\tro transportnim studiim.

Nejprve jsme vSak @¥ili Zivotnost takto ziskanych bk, jejich sp@itanim
v Blrkerow¥ komirce pomoci testu s trypanovou niiodPo gidani trypanové mad
k burséné suspenzi dochazi kemiku barviva do bugk. Zivé buiky s neporudenou
membranou maji zachovanou schopnost aktivniho efhatviva z biiky, takZze nejsou
obarveny, na rozdil od b&k s poruSenymi membranami, kde je tato schopnost
poru$ena a barvivotustava v bitkach. Zivotnost ledvinnych bk se pohybovala
v rozmezi od 85 % do 95 %, coz odpovida fittag jinych studii. Zivotnost buk
pankreatickych se pohybovala okolo 95 %. Dale jsstexlovali Zivotnost bufk
v pribéhu inkubace, v 30. minéitoyla sniZzena nejvySe o 10 % avSak v 60. ndiyta
shizena o vice nez 20 %, z tohofwadu jsme se rozhodli provéidméreni nejdéle do
30. minuty.

Vyhodou cerst& izolovanych ledvinnych bwk by milo byt zachovani
piitomnosti a funkce transportgrcoz jsme dokazali porovnanim akumulace indikator
pasivniho a aktivniho transportu (Boogaard a k&89). Akumulacé“C-sacharézy byla
mnohem mensi nez akumuldé€-metylglukézy. To potvrzujeipdpoklad, Ze igchod
Y4C-sacharézy do ledvinnych btlnse dje pouze na zakladpasivni diflze, zatimco
ptechod“C-metylglukézy je zproseédkovan aktivnim transportem pomodempasen
pro glukézu, na rozdil od glukézy neni ovieMC-metylglukéza v biice
metabolizovana anitpnasena z liky ven. Bugcné vzorky s obma latkami byly
inkubovany po dobu 1, 2, 5, 10, 20 a 30 minut. M&hi nadst akumulace jsme
zaznamenali v 1. min&t poté byl naist u obou latek pozvodsi, ale uC-
metylgluk6zy byl wtsi i i delich inkubanich casech v porovnani ¥C-sacharézou.
Tento sniZujici se nast akumulace je mozné vy&iit zvysujici se koncentraci latky
v buiice, ktera mZe pisobit proti daldimu transportu doitky. U **C-metylglukézy
v 30. minu¢ dochazi k mirnému poklesu akumulace, coZz mohlo hytsobeno
snizenou Zivotnosti bghk jako disledek dlouhé doby inkubace anebo nedoststa
mnoZstvim substratv meédiu, které je nutné pro udrzeni transportifucikci. V pipad

4C-sacharézy se kumulace zvySovala postgindo 30. minuty inkubace.
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K akumula@ni studii **C-metylglukézy byly pouZzity také pankreatickéilay
AR42)], u kterych doSlo v porovnani s ledvinnymiikami k daleko mensi akumulaci
“C-metylglukézy, coZ by mohlo znamenat zachovalegisportni funkce werstw
izolovanych ledvinnych buk v porovnani s pouZzitou b&nou linii pankreatickych
burek AR42J.

DalSi experimenty byly za#heny na studium transportu dvou radionuklidy
znasenych receptoray specifickych analol somatostatinut*in-DOTA-NOC a *23-
DOTA-Tyr*-oktreotatu v ledvinnych hitkdch a na ovlivéni jejich akumulace.

Aktivni povahu transportt*in-DOTA-NOC do ledvinnych butk jsme owili
pokusem, kdy jsme snizily teplotu inkubace &us gidanym radiopeptidem na 4-8 °C
a 1-2 °C. Akumulace se snizilé g-8 °C na 24,2 % v porovnani s akumulai¢i3y °C.
P 1-2 °C se déle snizila na 11,1 % oproti hodmt 37 °C. To dokazuje, Ze snizenim
teploty doslo k inhibici energeticky zavislych aktich proces v ledvinnych biikach.

Pri pokusu, kdy jsme #mili mnozstvi bugk ve vzorku o objemu 1 mlip
stejné koncentraci peptidu, jsme zjistili, Ze akipaané mnozstvf*in-DOTA-NOC je
piimo Gn¥rné mnozstvi busk ve vzorku. B 0,5.1C burtk se akumulace pohybovala
kolem 0,8 % z vloZzené davky radioaktivityii i.10° bursk okolo 1,6 %, @ 2.1
burgk 2,8 % a pi 3.10 bunsk okolo 3,8 % z vlozené davky radioaktivity. Timto
Zjisténim jsme ov¥iili, Ze pri nestejném mnozstvi bk ve vzorku je moznéippcaiitat
akumulaci radiopeptidu na danyde burgk ve vzorku, v nagemifpads na 16 bursk.

Studium akumulacé™in-DOTA-NOC v ledvinnych biikach v zavislost na
mnoZstvi vloZzeného radiopeptidu ukazalo, #ezpysujici se koncentraci radiopeptidu
ve vzorku se akumulace zvysujeii Rejmensi koncentraci peptidu 1,3 nmol/l byla
zjisténa kumulace 0,2 % z vloZzené davky radioaktiviiy,kencentraci radiopeptidu 6,4
nmol/l kumulace 1,3 % z vloZzené davky radioaktivatygi koncentraci 31,9 nmol/I
kumulace 4,2 % z vloZzené davky radioaktivity. V&ah pokusech jsme pracovali se
stredni koncentraci 6,4 nmol/l, kontrolni akumulovamdioaktivita se pohybovala
vétSinou kolem 1,8-1,95 % z vloZené davky radioakivi

Naslednymi pokusy jsme se pokousSeli ovlivnit, snidkumulaci radiopeptid
v ledvinnych buikach. K tomuto &elu jsme pouZili potencialni inhibitory ledvinné
akumulace zkoumanych radiopejitid

Mezi tyto potencialni inhibitory p#t gentamycin, aminoglykosidové
antibiotikum, které je v proximalnim tubulu ledvsubstratem megalin/cubilinového

transportniho systému. Pokud by byly radionuklidgzné peptidy transportovany do
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ledvinnych bugk praw timto systémem, fjlani gentamicinu by #ho kompetitivre
snizovat vstup peptidu do ledvinnych BknFri naSich pokusech gentamicin o finalni
koncentraci 0,84 nmol/l 1in-DOTA-NOC akumulaci tohoto peptidu nesniZil, nakp
ji nepatrrg zvysil, ale diky relativé velké sndrodatné odchylce tohoto dgieni je
pravdpodobné, Ze pouze nedoslo kesnin

U pokusu s?3-DOTA-Tyr3-oktreotatem, kdy byla ve vzorku 3kraet$i
koncentrace gentamicinu (2,52 mmol/l), k potvrzaniSe uvedené teorie doslo.
Akumulace v ledvinnych hikach klesla na 84,2 % ze 100 % akumulace kontiolnic
vzorku.

K dalSim substré&m megalin/cubilinového transportniho systéemuipabumin.
Jeho dinek na akumulaci jsme zkoumali*tin-DOTA-NOC ve dvou koncentracich.
Niz&i finalni koncentrace albuminu (0,1 mmol/l)ispbila zvySeni akumulacE!in-
DOTA-NOC na 147,1 % oproti porovhavacimu vzorku,rékvyssi koncentrace
albuminu (0,5 mmol/l) snizila akumulaci na 68,3 Yraii porovnavacimu vzorku.
Zvyseni akumulacé"in-DOTA-NOC v prvnim pipads je ©Zko vyswtlitelné, u vyssi
koncentrace albuminu by mohlo jit o potvrze&asti megalin/cubilinového systémi p
transportu do bufk tubuli ledvin, tim, Ze doSlo ke k kompetitivni inhibica nomto
transportnim systému.

Déle jsme ovliviovali akumulaci**in-DOTA-NOC gidanim lysinu o finalni
koncentraci 0,1 mol/l. Studie ukazuji, Zze uptakerivdéi oktreotidu zn&enych
radionuklidy miZze byt inhibovan pozitive nabitymi aminokyselinami jako je lysin,
které blokuji kationickd vazebna mista Bkintubuli ledvin. To nazné&je, Ze
elektrostatické interakce mezi pozitdvnnabitym peptidem a negati&nnabitym
povrchem bu&k ledvinych tubuk, mohou hrat vyznamnou roli v reabsorpci peptid
z glomerularniho filtratu do bwk tubuli (Akizawa a kol 2001). To bylofgjme pri
nasich pokusech potvrzeno, akumulace lysinu ikéch byla sniZzena na tém
polovinu (52 %) oproti konrolnimu vzorku.

Pridanim maleatu do vzorku se akumulace peptidu itkéch také snizila,
zfejmé na stejném principu jako tomu bylo u lysinu. Akueme **1-DOTA-Tyr-
oktreotatu se snizila wpomnosti maleatu o finalni koncentraci 1,5 mma#l 73,7 %
kontrolniho vzorku a akumulacglin-DOTA-NOC se sniZenaifiomnosti maleatu o
finalni koncentraci 22 mmol/l na 49,6 % kontrolnimorku.

Pii porovnani akumulace studovanych peptigme zjistili, ze'*in-DOTA-
NOC se akumuluje v ledvinnych ikAch giblizng z 1,8-1,95 % &?31-DOTA-Tyr>-

63



oktreotat je vychytavan v ledvinnych n#n akumuluje se kolem0,3 %.
Rozdily akumulace v ledvinach jsou tedy v ramcicéemgch receptoray specifickych
analogi ponmerné velké. Posoudit vliv strukturyéthto latek na jejich vychytavani
tubularnimi buikami ledvin je obtizné, protoze se liSi jak stru&tu peptidového
fetézce, tak radionuklidem a jeho navazanim. Struktyeptidovéhdetzce se lisi na
dvou mistech, v poloze 3, kd€'in-DOTA-NOC ma 1-naftyl a'*I-DOTA-Tyr*-
oktreotat tyrozin a v poloze 8, kd&in-DOTA-NOC maé alkoholovou skupinu &7-
DOTA-Tyr*-oktreotat skupinu karboxylovou. Co se tyka navazadionuklidu, indium
je chelatovano na DOTA skupinu, zatimco jod je waza tyrozin peptidovéhtetizce.
Pro porovnani fgsného vlivu jednotlivych strukturnich rozdBy byla zapdebi znéna

pouze jednoho Zthto strukturnich paramétr
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5. ZAVER
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Test Zivotnosti s pomoci trypanové niiodpotvrdil vysokou Zivotnost
izolovanych ledvinnych butk, ktera se pohybuje na uUrovni u¢aé v odborné
literature.

Pomoci indikatal aktivnino a pasivniho transportu jsmeciav funkcnost
transportnich systéim izolovanych ledvinnych bu. Akumulani studie C-
metylglukézy a '“C-sacharézypotvrdily aktivni transport **C-metylglukézy do
ledvinnych bugk pomoci penaseén pro glukézu a pasivni transport daleko #én
akumulované“C-sacharézy, ktera se akumuluje na z&kfgasivni diftize.

Pri pokusech s radioakti¢n znasenym peptidem*in-DOTA-NOC byl
potvrzen jejich aktivni transport do izolovanychlineanych bugk, neba pii inhibici
energeticky zavislych procgsizkymi teplotami byl jejich uptake vyznagnizsi.

Inhibi¢ni pisobeni albuminu na akumuladtin-DOTA-NOC a gentamicinu na
akumulaci*®J-DOTA-Tyr>-oktreotatu by mohlo kit o (kasti megalin/cubilinového
transportniho systému na reabsorgchto latek v tubulech ledvinnych btky protoze
albumin je uvadn mezi substraty tohoto systémugda tedy kompetovatiptransportu
s jinymi latkami, a gentamicin gaimezi znamée inhibitory tohoto systému.

Lysin a maleéat také inhibovali akumulaci zkoumanymptich v ledvinnych
buikach a to nejspis tim, Ze doslo k jejich interakkationickymi misty bugk tubukx
ledvin a tim i k bloku navazani zkoumaného peptiddato mista.

Mira akumulace™in-DOTA-NOC byla Sestkrat vyssi ne? akumulata-
DOTA-Tyr’-oktreotatu. Zavislost miry ledvinné akumulace trakéuie radionuklidem
zna&eného peptidu byla patrna, nemohla byt vSaksmg definovana, nelb se

zkoumané latky liSily ve vice nez jednom struktormiysu.
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6. ABSTRAKT
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Derivaty somatostatinu ztené vhodnymi radionuklidy jsou pouzivany
pro diagn6zu a terapii ékterych, pgedevSim neuroendokrinnich, nadorovych
onemocgni, u kterych se vyskytuji receptory specificky agai tyto zngené derivaty
somatostatinu. Jejich terapeutické pouziti je vSkkitovano nefrotoxickymi
nezadoucimi &inky, které vznikaji v dsledku jejich akumulace v hkéch
proximalnich tubul ledvin po reabsorpci z glomerularniho filtratu.

Cilem této prace bylofispet k poznani ledvinnych transportnich mechariism
které jsou odposdné za absorpci radionuklidy zmmych derivat somatostatinu
v buikéch tubul ledvin. Na zakladl téchto poznéni pak nalézt latky, které by mohly
ledvinnou akumulaci snizit a tim zabranit i poSkdZedvinné tkaa.

Pri praktickém feSeni byly pouzivany izolované ledvinnénky, ziskané
Z ledvin potkai kolagenadzovou metodou. Poéteni zachovaniiftomnosti a funkce
transportnich mechanism pomoci znamych indikatér aktivniho a pasivniho
transportu, byla studovana akumulace dvou radiddykizna&enych derivat
somatostatinu -"*in-DOTA-NOC a **3-DOTA-Tyr>-oktreotatu. Snizenim teploty
inkubaini smesi, a tim inhibici energeticky zavislych aktivniginoces, byl owien
jejich aktivni transport do ledvinnych btkn Dale byla zkoumana zZma akumulace
téchto peptid po gidani latek, které by, na zakkavlivnéni riznych transportnich
mechanism, mohly tuto akumulaci ovlivnit.

Z vyslediki prace je patrné, Ze diteho ovlivreni bylo dosazeno. Akumulace
"n-DOTA-NOC v ledvinnych bitkach byla snizena witomnosti albuminu na 68 %
a akumulacé®-DOTA-Tyr*-oktreotatu v pitomnosti gentamicinu na 84 %, ®byto
latky jsou substraty megalin/cubilinového transpittd systému vyskytujiciho se
v proximalnim tubulu ledvin. AkumulacElin-DOTA-NOC byla déale sniZena lysinem
na 52 % a maleatem na 50 %, akumuldeDOTA-Tyr*-oktreotatu byla snizena
maleatem na 74 %, jedna se prgpatobrt o interakci s kationickymi misty bgk
tubuli ledvin a inhibici navazani zkoumaného peptiduata mista. Akumulac&in-
DOTA-NOC byla Sestkratatsi ne? akumulacE1-DOTA-Tyr*-oktreotatu.

Pokud by byly nasSe vysledky spravné, znamenaloobyd& zkoumané peptidy
jsou do busk transportovany vySe uvedenymi transportnimi sygtéDale byla

demonstrovanaizna mira akumulace v ledvindchizmych radiopeptidl
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7. ABSTRACT
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Somatostatin analogues labelled with radionucligesused for diagnosis and
therapy of some tumours, mainly neuroendocrine ,omeghich receptors specifically
binding these radiolabelled analogues of somaiostte occurred. However, the
therapeutic usage of these radiolabelled analogliesomatostatin is limited due to
nefrotoxic undesirable effects originated becauké¢heir accumulation in the renal
proximal tubules after reabsorption from the gloufer filtrate.

The aim of the study was to contribute to knowledigehe renal transport
systems responsible for reabsorption of radioladeBomatostatin analogues in the
renal tubular cells and then on the base of suth tafind some substances which
could reduce the renal accumulation and prevendaingage of the renal tissue.

In experiments, the isolated renal cells obtairredhfrat kidney by collagenase
method were used. After the verification of preserand function of transport
mechanism by known indicators of active and passiaesport, the accumulation of
two somatatostatin analogues labelled with radibdes - *in-DOTA-NOC and**2-
DOTA-Tyr-octreotate were studied on these renal cells. akhige transport of these
radiopeptides was verified by reduce of incubattemperature. Then changes of
accumulation of these peptides were investigateer afdding substances affecting
different membrane transport mechanisms.

From results of the work some influence of accumtmutais unmistakable. The
accumulation of**in-DOTA-NOC was reduced by albumin on 68 % and the
accumulation of?3-DOTA-Tyr>-octreotate was reduced by gentamicin on 84 %. Both
of these substances are substrates of megalinfculiansport system. The
accumulation of*in-DOTA-NOC was also reduced by lysine on 52 % hgdnaleat
on 50 %, the accumulation &¥1-DOTA-Tyr>-octreotate was reduced by maleat on 74
%, it probably happened because of the interaatiim cationic binding sites on renal
tubular cells and the inhibition of binding studigmeptide on these sites. The
accumulation of'*in-DOTA-NOC was six-times higher than the accurmiatat®3-
DOTA-Tyr-octreotate.

It means if our results were right, the studiedtjpkys were transported to the
cells by all of these transport systems. The dfferate of accumulation in kidney was
demonstrated in different radiopeptides.
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