4. SUMMARY

Bunécna tada R3/1 odvozena zkrysich embryi, vykazuje nékolik fenotypovych znakt vlastnich
buitkdm alveolarniho epitelu I. fadu. Cilem této prace bylo déle popsat vlastnosti R3/1 bunééné linie
vzhledem k jejimu piipadnému vyuziti jako invitro drug disposition model, tj. model popisujici
veskeré procesy zahrnujici absorpci, distribuci, metabolismus a exkreci 1é¢iva do organismu. R3/1
bunky byly kultivovany na Traswell filtrech a transepithelialni elektricky odpor (TEER) byl métén
jako parametr integrity bunéénych vrstev. Ptitomnost proteinti dulezitych pro vytvofeni funk¢nich
bunéénych spojeni (tight junction, TJ) - E-cadherinu, occludinu aproteint ZO-1 aZO-2
byla analyzovana na arovni mRNA pomoci polymerazové fetézové reakce s reverzni transkripci (RT-
PCR) anaurovni antigenu pomoci imunofluorescenéni  mikroskopie = (IFM).  Dale
byla sledovana piitomnost katabolickych peptidaz, konkrétné karboxypeptidazy M, aminopeptidaz A,
B, N aP, y-glutamyltransferazy, dipeptidylpeptidazy IV, angiotensin konvertujiciho enzymu
a endopeptidaz 24.11 a 24.15. Zaroven s R3/1 bunkami byly tyto peptidazy stanoveny v primarnich

kulturach alveolarniho epitelu potkant a vysledky byly porovnany.

Hodnoty TEER dosahly maximalni hodnoty ~99+17 Qecm? patého dne kultivace, obohaceni Zivného
media 0 dexametazon (v koncentraci 0.1 uM) spoleéné s dvojnasobnym mnozstvim séra v médiu
(zvySeni z 10 na20 %) mélo za vysledek vzestup TEER o 65 %. I ptesto se TEER R3/1 bunck

nepiiblizil k hodnotam, které vykazovaly primarni kultury krysich pneumocytu.

Vysledky RT-PCR odhalily absenci transkriptd kédujicich E-cadherin and occludin, oproti tomu byly
nalezeny mRNA transkripty pro ZO-1 a -2. IFM pouzivajici monoklonalni protilatku proti occludinu
potvrdila neptfitomnost antigenu v R3/1 bunikach. Ze spektra proteolytickych enzymt analyzovanych
metodou RT-PCR byla zjisténa piitomnost mRNA transkriptd pro aminopeptiddizy A aB arovnéz
pro endopeptidazy 24.11 a?24.15. Pfi porovnani peptidaz pritomnych v R3/1 bunécné tadé
S peptidazami nalezenymi v krysich pneumocytech I. all. fadu je patrna podobnost R3/1 bunck

s epitelem I. fadu.

Ackoli R3/1 bunécna tada disponuje nékolika charakteristickymi znaky typickymi pro alveolarni
epitelidlni bunky I.{fadu, jako je Tla, ICAM-1, connexin-43, caveoliny-1 a-2, neni schopna
vytvaiet dostate¢né pevna TJ a tudiz nemize byt vhodnym in vitro modelem pro studovani absorpce
1é¢iv. Tato buné¢na linie mize najit uplatnéni jako model pro stabilitni studie inhalovanych 1é¢iv —

peptidu.



