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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Kandidat: PharmDr. Marie Volkova
Skolitel: doc. PharmDr. FrantiSek Trejtnar, CSc.
Nazev disertacni prace: Mechanismy membranového transportu radioaktivné znacenych

receptorove specifickych peptidl v ledvinach

Radioaktivné znafené receptorové specifické peptidy jsou latky vyuzivané
pro diagnostické  zobrazovani, ale 1 radioterapii nckterych nadori, pfevazné
neuroendokrinniho ptivodu. Pies pomérné¢ dynamicky vyvoj v této skupiné radiofarmak
v poslednim obdobi existuje stidle nedostatek relevantnich informaci o mechanismech
determinujicich jejich farmakokinetiku, vcéetné¢ 1daji o interakcich radiopeptidi
s membranovymi transportnimi systémy. Tyto transportéry mohou byt zodpovédné
zanezadouci ledvinnou kumulaci anasledné radiotoxické poskozeni ledvin, které je
vyznamnym limitem pouziti radiopeptid v nuklearni medicing.

Cilem této prace bylo posoudit roli nékolika transportnich mechanismii, které se
mohou potencialné podilet na transmembranovém transportu radiopeptidii v ledvinné tkani.
Studie byla zaméfena na zkoumani tlohy aktivni endocytdzy megalinovym systémem, fluidni
endocytozy a vyznamnych lidskych ledvinnych SLC transportérit hOAT1 a hOCT2. Soucasné
byl studovan potencialni transport vybranych radiometaboliti téchto radiopeptidii uvedenymi
transportnimi mechanismy v kontextu s jejich biodistribuci a ledvinnou eliminaci in vivo.
Soucasti projektu bylo i1 pilotni ovéfeni piipadné interakce radiopeptidii s vyznamnymi
efluxnimi transportéry P-glykoproteinem a BCRP.

Ve studii byly zkoumény in vitro transportni mechanismy Sesti radiopeptidii
ze skupiny analogli somatostatinu, gastrinu, bombesinu a dvou modelovych metaboliti
radiopeptidi. - '"Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr, ktery je degradaénim  produktem
"Lu-DOTA-minigastrinu 11, a'”’Lu-DOTA-DPhe, ktery je potencidlnim metabolitem
somatostatinovych derivati jako je napt. '"’'Lu-DOTA-NOC. S vyuzitim bun&énych linii byly
pro zkoumani transportnich mechanismii provedeny inhibi¢ni studie s ligandy megalinu,

inhibitorem fluidni endocyt6zy rottlerinem, a akumula¢ni studie za nizké teploty. Pro



stanoveni role SLC transportérli byly vyuZzity akumulacni studie s pfechodné transfekovanymi
buitkami se zvySenou expresi hOAT1 nebo hOCT2. Studie in vivo porovnavaly biodistribu¢ni
a eliminacni parametry dvou parentnich radiopeptidi a jejich potencidlnich radiometabolitil
u potkanti po 1.v. aplikaci.

Ligandy megalinového endocytarniho receptoru snizovaly vyznamné akumulaci
vSech studovanych radiopeptidi. Pouze s jedinou vyjimkou vedla inkubace s rottlerinem
ke koncentraéné zavislé inhibici bunééné akumulace u vSech studovanych intaktnich
radiopeptidi. Akumulacni studie neprokédzaly vliv hOCT2 nebo hOATI na transport
intaktnich radiopeptidi. Na rozdil od metabolitu '""Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr, ktery téZ
nevykazoval Zadnou interakci s SLC transportéry, v piipadé '""Lu-DOTA-DPhe byl prokazan
in vitro uptake pomoci transportéru hOCT2. '""Lu-PCTA-[Lys’]Jbombesin slab& interagoval
s BCRP transportérem, peptidy konjugované s chelatorem DOTA vSak Zadnou interakci
s efluxnimi transportéry nevykazovaly. Farmakokinetika obou studovanych radiometabolitt
u potkant byla charakterizovana pomérné rychlou eliminaci radioaktivity z krve a organismu
s prevazujici ledvinnou exkreci. Uptake radiometabolitii v na receptory pozitivnich tkénich
byl ocekavatelné¢ nizSi nez uintaktnich radiopeptidd. Dlouhodoba retence mensiho
radiometabolitu '"’Lu-DOTA-DPhe byla niz§i ne? v piipadé tripeptidového metabolitu
""Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr. Ledvinna kumulace radiometabolitu
"TLu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr  byla  srovnatelnd s parentnim  peptidem, kumulace
"TLu-DOTA-DPhe byla ve srovnani s intaktnim peptidem '”’Lu-DOTA-NOC niZ§i.

Vysledky prace dokazuji rozhodujici tlohu aktivnich transportnich mechanismu pii
akumulaci vSech testovanych intaktnich radiopeptidii ve zkoumanych buiikach. Kromé aktivni
endocytozy zprostiedkované megalinovym systémem se na bunééném uptake mize podilet i
fluidni endocytéza. Zkoumané SLC transportéry vyznamnou roli vtomto procesu
pravdépodobné nemaji. Ziskand experimentdlni data piinaSeji prvni tdaje o systémové
dispozici radiometabolitii receptorové specifickych radiopeptidii v organismu a ukazuji, ze se
na ledvinném transportu jejich pokrocCilych degradacnich produkti mohou podilet i SLC
transportéry. Naproti tomu vysledky provedenych farmakokinetickych studii naznacuji,
ze nezadouci ledvinna akumulace a retence extrarenalnich metabolitdh muze byt ve srovnani
s parentnimi radiopeptidy nizsi. Ziskand experimentalni data naznacuji negativni korelaci
mezi stupném degradace peptidového fetézce parentniho peptidu a ledvinnou retenci

radiometabolitu.
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Radiolabelled receptor-specific peptides are a useful tool for radiodiagnostic and
radiotherapy of some neuroendocrine tumours. Despite many recent developments in this
radiopharmaceutical group, there is still a lack of relevant information about the mechanisms
determining the pharmacokinetics and describing interactions with membrane transport
systems. These transporters may be responsible for undesirable renal accumulation
and subsequent radiotoxic kidney damage, which significantly limited the use of

radiopeptides in nuclear medicine.

The aim of our work was to assess the role of several transport mechanisms that can
be potentially involved in the transmembrane transport of radiopeptides in the renal tissue.
We mainly focused on studying the role of megalin mediated active endocytosis, fluid phase
endocytosis and important human renal SLC transporters - hOATI and hOCT?2.
Simultaneously, the potential transport of selected radiometabolites of these peptides was
studied in vitro and their biodistribution and renal excretion were studied in vivo. The project
also included a pilot testing of potential interactions of radiopeptides with the important efflux

transporters P-glycoprotein and BCRP.

The study analysed in vitro transport mechanisms of six radiopeptides from the
group of somatostatin, gastrin, and bombesin analogs and two model radiopeptide metabolites
- ""Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr, which is degradation product of '"’Lu-DOTA-minigastrin 11,
and '""Lu-DOTA-DPhe, which is the potential metabolite of somatostatin analogs such as
"L u-DOTA-NOC. Using cell lines, an inhibition study was carried out to reveal the transport
mechanisms with megalin ligands, rottlerin as fluid phase inhibitor and low incubation
temperature. The role of SLC transporters was tested by accumulation studies with transiently

transfected cells overexpressing hOAT1 or hOCT2. In vivo study compared biodistributional



and elimination characteristics of two parent radiopeptides and their potential

radiometabolites in rats after i.v. administration.

Ligands of endocytic receptor megalin reduced significantly the accumulation of all
studied radiopeptides. Incubation with rottlerin caused concentration-dependent inhibition

of cell accumulation of all studied peptides with only one exception.

Accumulation studies demonstrated no contribution of hOCT2 or hOAT]I to intact
radiopeptides transport. Unlike metabolite '"’Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr, which also showed
no interaction with SLC transporters, in the case of '"'Lu-DOTA-DPhe uptake by hOCT2 was
demonstrated in vitro. '’Lu-PCTA-[Lys’Jbombesin weakly interacted with the BCRP
transporter, peptides chelated DOTA showed no interaction with efflux transporters.
The pharmacokinetics of both studied radiometabolites in rats has been characterized
by relatively rapid elimination of radioactivity from the blood and body with predominant
renal excretion. Uptake of the radiometabolites in receptor-positive tissues was expectable
lower than that of the intact radiopeptides. Long-term retention of smaller radiometabolite
"TLu-DOTA-DPhe was lower than in the case of tripeptidic metabolite
""Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr. Renal accumulation of radiometabolite
"TLu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr was comparable to parent peptide, accumulation
of """Lu-DOTA-DPhe was significantly lower compared to intact peptide '"'Lu-DOTA-NOC.

The results have proved the decisive role of active transport mechanisms in the
accumulation of all tested intact radiopeptides in the used cell lines. Fluid endocytosis may
also participate in cellular uptake besides active endocytosis mediated by megalin system.
Tested SLC transporters have probably no significant role in this process. The experimental
data we have obtained the first insight into the systemic disposition of the radiometabolites
of receptor-specific radiopeptides in the body and show that the SLC transporters may
participate in renal transport of their advanced degradation products. In contrast, the results
of pharmacokinetic studies we have performed suggest that the undesirable renal
accumulation and retention of extrarenal metabolites could be lower compared to parent
radiopeptides. The experimental data may suggest a negative correlation between the degree

of peptide chain degradation and renal retention of radiometabolites.
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Seznam zkratek

ABC
Ala
ANOVA
BCA
BCRP
BSA
CCK
CYP3A4
DMEM
DMSA
DMSO
DOTA

D-Glu
DTPA
EDTA
EMEM
GIT
GMO
GRP
HEK?293
HeLa
HEPES
HK-2
HPLC
HPMP
ICso
ITLC
LLC-PK1
MAG3
MATE
MDCKII
MDR
MDRI1

ATP-binding casette

alanin

analyza rozptylu (analysis of variance)

kyselina bicinchonova (bicinchonic acid)

breast cancer resistance protein

hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin)

cholecystokinin

cytochrom P450 3A4

Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
dimerkaptojantarova kyselina (dimercaptosuccinic acid)

dimethylsulfoxid

1, 4, 7, 10-tetraazacyklododekan-1, 4, 7, 10-tetraoctova kyselina (tetraazacyclododecane
tetraacetic acid)

kyselina glutamova

diethylentriaminpentaoctova kyselina

kyselina ethylendiamintetraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)

Eaglovo minimalni esencialni médium (Eagle’s minimal essential medium)
gastrointestinalni trakt

geneticky modifikovany organismus

gastrin uvoliujici peptid (gastrin-releasing peptide)

lidské ledvinné embryonalni buniky (human embryonic kidney 293 cells)

lidské epitelialni buiiky z nadoru délozniho hrdla (human epithelial carcinoma cell line)
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina

standardni linie lidskych ledvinnych bunék (human kidney cells)

vysokouéinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid chromatography)
3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl

inhibi¢ni koncentrace potfebna k inhibici procesu o 50 %

instantni tenkovrstva chromatografie (instant-thin layer chromatography-silica gel)
praseci buiiky proximalniho tubulu ledvin (pig kidney proximal tubule cell line)
merkaptoacetyltriglycin

multidrug and toxic compound extrusion transporter

Madin-Darbyho psi ledvinné bunky (Madin Darby canine kidney cells II)

multidrug resistance transporter

gen kodujici P-glykoprotein (multidrug resistance 1 gene)



MPP"
MRPs
NET
NOC
NOTA
OATPs
OATs
OCTs
PAH
PBS
PCTA

PEPT
PET
PMSF
P-gp
PRRT
RAP

RFU

RIPA

SDS
SDS-PAGE
SPECT

SST
SSTR
TATE
TETA
TOC
Tyr

1-methyl-4-fenylpyridinium

multidrug resistance-associated proteins

neuroendokrinni tumory

1-Nal’-oktreotid (1-Nal’-octreotide)

1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-trioctova kyselina

polypeptidy transportujici organické anionty (organic anion-transporting polypeptides)
transportéry pro organické anionty (organic anion transporters)

transportéry pro organické kationty (organic cation transporters)

kyselina p-aminohipurova (p-aminohippuric acid)

fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)
tetraazacyklopentadekatrientrioctova kyselina (tetra-azabicyclopentadecatrienetriacetic
acid)

peptidovy transportér (peptide transporter)

pozitronova emisni tomografie

fenylmethansulfonyl fluorid

P-glykoprotein

receptorove zprostfedkovana terapie (peptide receptor related therapy)

s receptorem spojeny protein (receptor associated protein)

relativni fluorescen¢ni jednotka

radioimunoprecipitacni pufr

dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)
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[Tyr’]-oktreotid

tyrosin



1. Uvod

Nadorovd onemocnéni jsou nartstajicim celosvétovym zdravotnickym problémem.
Vyskyt rakoviny a bohuzel i poCet umrti na tuto diagndézu mezirocné stale narlsta
(http://globocan.iarc.fr/Pages/fact sheets cancer.aspx). PfiCiny vzniku téchto malignit jsou
stale nejasné a proto jedinou moznosti, jak ucinné proti rozvoji rakoviny zakrocit, je véasna
diagdza a uCinna terapie. Hledani diagnostickych prostfedka pro zobrazovani a terapeutickych
postupt je v této oblasti tedy stale vyzvou pro dalsi vyzkum a vyvoj.

Zjisténi, ze nékteré typy nadori na svém povrchu ve velké mitfe exprimuji receptory
pro peptidové hormony je datovdno do 80. let minulého stoleti. Tento objev poskytl
molekularni zaklad pro vyzkum a vyuziti receptorové specifickych peptidi. Ty se specificky
vazou na dany typ receptoru a jsou tak schopny ovliviiovat urcité tkdn¢ a funkce organismu.
Vysoka mira exprese somatostatinovych receptori riznymi typy nadorovych bunck dala
molekularni zéklad uspé€sSnému pouzivani radioaktivné znacenych somatostatinovych analogt
pro scintigrafické zobrazeni nadortt (Ambosini et al. 2011). Obdobné doslo k vyvoji v dalSich
skupinach receptorové specifickych peptidii — analogli gastrinu/cholecystokininu, bombesinu,
substance P, vazoaktivniho intestinalniho peptidu ¢i neuropeptidu (Fani et al. 2012). Diky
vysoce selektivnimu targetingu nadorovych bunék dochazi k vyssi kumulaci cytotoxického
materidlu uvnitf nddoru s mensSim rizikem poSkozeni okolni tkédné€. Tento koncept je
podkladem tzv. cilené receptorové zprosttedkované terapie. Tato forma terapie je vhodna
predevsim pro maligni, roztrousené nebo piili§ malé nadory, které jsou obtizné odstranitelné
klasickymi chirurgickymi postupy.
zobrazovani nadori je somatostatinovy analog '''In-DTPA-oktreotid (‘''In-Octreoscan®).
Tento radiopeptid se vaZze na somatostatinové receptory, které jsou ve zvySené mife
exprimovany né€kterymi neuroendokrinnimi nadory (Ambrosini et al. 2011). Vyzkum se
v minulosti zamé&fil 1 na jeho potencialni radioterapeutické pouziti. Krom¢ somatostatinovych
receptori jsou pro radiodiagnostiku a radioterapii klinicky vyuZitelné predevSim
gastrin/cholecystokininové receptory a receptory pro gastrin uvoliujici peptidy (Fani et al.
2012).

Ptes velké pokroky ve vyvoji radiopeptidovych ptipravkl zalozenych na targetingu
téchto typu receptorii existuje vSak fada faktort, které zatim brani SirSimu pouziti téchto latek
v nuklearni medicin€. Jednou z piekéazek SirSiho pouziti peptidi byl jejich kratky biologicky

polocas zptsobeny rychlou metabolickou degradaci. Tento problém se u syntetickych analogt



podafilo snizit modifikaci jejich aminokyselinové sekvence. Presto je u nckterych skupin
peptidd, jako jsou napt. gastrinové derivaty, problémem pfili§ rychly metabolismus (Behr a
Behe 2002). Zasadni komplikaci pouzivani radiopeptidlii je radiotoxické poskozeni zdravé
necilové tkané. Peptidy jsou radioaktivné zna¢eny nuklidem, ktery je vhodny pro diagnostiku
nebo terapii, ptipadné pro oboji. Pro diagnostické ucely se pouzivaji nuklidy emitujici
vysokoenergetické fotony (y-zafi¢e) ¢&i pozitrony (B° zaFi¢e) umoziujici neinvazivni
diagnostiku s malym vlivem na necilovou tkan. K radionuklidové terapii jsou ovSem peptidy
znaCeny radionuklidy emitujicimi biologicky uCinnéjsi o nebo B zéafeni, Augerovy Cci
konverzni elektrony, jejichz vyuzivanou vlastnosti je toxické plisobeni na nadorové buriky.
Vedle dalSich radionuklidl, potencidlné vyuzitelnych pro terapii, ma v soucasnosti velmi
dillezité postaveni B zafi¢ ' Lu.

Ptes cilené plsobeni receptorové specifickych peptidii znacenych terapeutickymi
radionuklidy mize dochazet k riznému stupni posSkozeni necilové tkané, specidlné v mistech
nezddouci kumulace, ktera muze byt vyrazna napt. ve vyluCovacich organech. Agresivni
chovani emitovaného terapeutického zateni pak vede k rozvoji nezadoucich tc¢inkt. Vysledky
neklinickych 1 klinickych studii ukazaly, Ze limitem pro davkovani radiopetidii jsou zpravidla
kostni dfenn aledviny (Fani et al. 2012). Ledviny jsou hlavnim exkre¢nim mistem téchto
polarnich latek. Ackoliv je vétSina radioaktivity moci rychle vyloucena, urcita CcCast
radioaktivity se v ledvindch kumuluje a retenuje, coz muiize vyustit v nefrotoxicky ucinek
(Cwikla et al. 2010). Jak jiz bylo zminéno, peptidy podléhaji vétsi ¢i mensi proteolyze
v plazmé, a tak je otdzkou, zda se v bunkéch proximalnich kanalkli zachytava cely intaktni
peptid, ¢i se zde mohou hromadit imetabolity vyskytujici se v systémovém fecisti a
ultrafiltratu. Experimentalni data o transportnich mechanismech zprostiedkovavajicich
ledvinnou kumulaci radiopeptidit jsou vSak pouze velmi omezena, u transportnich

mechanismu radiometabolitii zcela chybéji.

Zakladnim cilem této prace bylo posoudit ucast vybranych transportnich
mechanismu v ledvinné kumulaci radioaktivné znacenych receptorove specifickych peptidi a
jejich metaboliti. Experimentalni prace zahrnovala dva ptistupy zkoumani - in vivo a in vitro.
Zatimco farmakokinetické chovani parentnich radiopeptidd in vivo bylo jiz rozséhle
studovano v minulosti, systétmové chovani radimetabolitii zatim zkoumano nebylo. Z tohoto
divodu byly cile prace zaméteny na in vivo chovani vybranych radiometaboliti. /n vitro
experimenty posuzovaly mozny transport radiopeptidii a radiometaboliti prostiednictvim

studovanych transportnich mechanismt. Vyuziti bunéénych in vitro modeli umoznilo



detailni posouzeni ucasti jednotlivych membranovych transportnich mechanismti. Pro
posouzeni meziskupinovych a mezilatkovych rozdili v transportnich mechanismech byla
do této studie zahrnuta Siroka paleta petidi ze skupiny derivati somatostinu, gastrinu a

bombesinu.

Dle dosavadnich poznatkl (de Jong et al. 2005a) se zd4, ze vyznamnym transportnim
mechanismem zajistujicim uptake radiopeptidii v ledvindch je megalinovy receptor, ktery
zprostiedkovava aktivni endocytozu proteinti a peptidii do tubuldrnich bunék. Mozna ucast
tohoto mechanismu na transportu §t€pu radiopeptidi vSak neni vyjasnéna. Dalsi cestou, kterou
by radiopeptidy a jejich metabolity mohly piestupovat do ledvinnych bunék je fluidni
endocytoza. Jedna se o mechanismus zprostfedkovavajici bunéény piijem tekutin. Protoze pii
fyziologickém pH vykazuji molekuly radiopeptidii zpravidla urcity naboj, nelze vyloucit i
jejich interakei s transportéry pro organické anionty nebo kationty. Obé skupiny transportérii
jsou v ledvinach vyrazné exprimovany a mohly by se tedy pti ledvinné kumulaci radiopeptidii
uplatnit. Tato moznost piipadd v uvahu zvlast¢ u metaboliti radiopeptidi s mensi
molekulovou hmotnosti. Pro testovani transportu latek t€mito transportéry je vhodné pouziti
transfekovanych bunécénych linii s vysokou expresi zdjmovych transportérii. Pro dokresleni
cest transportu radiopetidii a radiometaboliti byl posouzen i transport studovanych latek
dvéma efluxnimi transportéry, které jsou téz v ledvindch vyznamné exprimovany a je
prokazan jejich podil na transportu fady xenobiotik v ledvinach. Udast na transportu
v ledvinach by mohla v ptipadé rozdilti mezi parentnimi peptidy a jejich metabolity upiesnit
podil téchto agens na kumulaci radioaktivity v ledvinach. O interakcich receptorové

specifickych radiopeptidii s témito transportéry nejsou dosud Zadné relevantni informace.

Cesta k objasnéni piesného mechanismu ledvinného zachytavani radioaktivné
znaCenych receptorové specifickych peptidi a jejich metaboliti bude jist¢ predmétem
zkoumani 1 v dalSich letech, nebot” znalosti v této oblasti by mohly piispét k formulaci
strategii ke snizeni nefrotoxicity radiopeptidii. Limitovani ¢i eliminace tohoto nezadouciho
ucinku by umoznilo podavani vysSich davek radioaktivity, a tim zvySeni ucinnosti
radioterapie. Doufame, Ze tato disertacni prace a publikované vysledky mohou ur¢itou mérou
prispét k osvétleni nékterych dualezitych ryst farmakokinetického chovani radiopeptidi a
jejich metaboliti a tim k optimalizaci receptorové zprostiedkované radioterapie pomoci

radiopeptidu.
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2. Teoreticka cast

2.1. Vyznam receptorové specifickych radiopeptidii v nuklearni mediciné

Nueroendokrinni tumory (NET) zahrnuji skupinu plicnich
a gastroenteropankreatickych nadort, které ptedstavuji pouze 0,5 % vSech malignit. Jejich
vyskyt je pfiblizné 2,5-5 ptipadi/100 000 lidi za rok, pficemz vyssi incidence je u zen (Oberg
a Castellano 2011). Vyskyt téchto nadorit se ale v posledni dobé zvysSuje, coz muze byt
kterému jsou diagnostikovany az v relativné pozdnim stadiu, kdy je jiz u vétSiny pacientd
pritomno metastatické rozsifeni (Yao et al. 2008). Vzhledem k tomu, Ze ozafovani ¢i
chemoterapie nejsou vétSinou schopny 1écby vzdalenych metastdz, maji tyto terapeutické

moznosti omezenou hodnotu.

NET predstavuji heterogenni skupinu nddorti, jejichz spole¢nou charakteristikou je
endokrinni diferenciace nadorovych bun¢k. Ty jsou regulovany hormony ptisobicimi
pies specifické receptory v jejich membranach. Nejcastéji se jednd o receptory sprazené
s G-proteinem (Reubi 2003). Nadory vzniklé bujenim neuroendokrinnich tkani na svém
povrchu obvykle exprimuji tyto receptory ve zvySené mife. Tento objev je datovan do 80. let
minulého stoleti a poskytl molekularni zéklad pro vyzkum a vyuziti receptorové specifickych
peptidi. Tyto latky se vyznacCuji specifickou vazbou na urcity typ receptoru a jsou tak
schopny cilené ovliviiovat urcité casti téla. Vyhodou peptidi je vysoka clearance, dobry
prunik do tkani a nizka antigenita. V soucasné dob¢ se pouzivaji €i jsou testovany predevsim
radioaktivné znaCené receptorové specifické peptidy ze skupiny analogh somatostatinu,
cholecystokininu, gastrinu, bombesinu, substance P, vazoaktivniho intestindlniho peptidu a
glukagon-like peptidu. Piiklady nador a typy receptorti, jejichz exprese je zajimava

z hlediska targetingu s vyuzitim radiopeptidi, jsou shrnuty v tab. 1.



Tab. 1. Exprese receptori pro neuroendokrinni peptidy v nadorech. Prevazujici typ receptoru je

znazornén tuéné (modifikovano z Fani et al. 2012).

PEPTID TYP TYP NADORU
RECEPTORU
Somatostatin sst;, ssty, ssts, ssty, | Neuroendokrinni nadory
ssts (gastroenteropankreatické  nadory, nadory
hypofyzy), lymfomy, karcinoidy,

paragangliomy, prsni, ledvinné a mozkové
nadory, malobunéény karcinom plic, medularni

karcinom §titné zlazy

Bombesin/gastrin uvoliiujici peptid | BB; (NMB-R), BB, | Rakovina prostaty, prsu, slinivky bfisni a
(GRP-R), BB;3, BB, | zaludku, malobunéény  karcinom  plic,

kolorektalni karcinom

Cholecystokinin/gastrin CCK,, CCK, Medularni karcinom S§titné zlazy, malobunéény
karcinom plic, gastrointestindlni nadory,
stromalni nadory a stromalni ovarialni

karcinom, astrocytomy

a- M2 peptid o-M2-R Rakovina prsu
a-Melanocyty stimulujici hormon MC1-5R Melanomy
Vazoaktivni intestinalni peptid VPAC,, VPAC, Adenokarcinom jater, prostaty, prsu, tlustého

stfeva a zaludku, neuroendokrinni nadory

Neurotensin NTRy, NTR,, NTR; | Malobunéény karcinom, nador tlustého stieva,
exokrinni karcinom pankreatu, Ewinglv
sarkom, meningiom, astrocytomy, plicni nador,

nador prostaty a prsu

Gonadorelin LHRH-R Nador prostaty a prsu

Substance P NK,, NK,, NK; Glidlni nadory (glioblastomy, medularni
karcinom §titné zlazy, nadory slinivky bfisni a

plic, malobunéény karcinom plic

Exendin GLP-1 (glukagon- | Insulinomy, gastrinomy, pheochromocytomy,
like peptid) paragangliomy a medularni karcinom $titné
zlazy
RGD-peptidy o,Ps-integrin Gliomy, nador prostaty a prsu

Vzhledem k ptiznivé farmakokinetice a specifickému zaméfeni na receptory

nadmérné exprimované na povrchu nadori mohou byt radioaktivné znacené peptidy cenné



biologické néstroje pro zobrazeni a terapii nddort (Okarvi 2004). Diky vysoce selektivnimu
zacileni na naddorové buiiky dochazi k vyssi kumulaci cytotoxického materidlu uvnitt nadoru
bez/¢i s minimalizovanym poskozenim okolni tkdn€, coZz miiZze byt popsano jako zvySeni
ucinnosti a sniZeni nespecifické toxicity. Tento koncept je podkladem tzv. cilené terapie.

Rada peptidi, od nichZ jsou odvozena analoga studovana pro aplikaci v nuklearni
medicing, je pfirozené syntetizovana v mozku, zejména v neuronech. Protoze je ale vétSina
z téchto peptidi pfitomna také ve stievé, lymfatické tkani, endokrinnim systému apod.,
pouziva se pro jejich oznaceni obecny termin "regulacni peptidy" (Langer a Beck-Sickinger
2001). Uginek regulaénich peptidii je zprostfedkovan vazbou na specifické membranové
vazané receptory, které vétSinou patii do rodiny receptorti sprazenych s G-proteinem (Pool et
al. 2010). Tyto receptory jsou slozeny z jediného polypeptidického fetézce se sedmi
transmembranovymi doménami, extracelularni doménou s vazebnym mistem pro ligand a
intracelularni doménou spojenou s G-proteinem a arestinem pro aktivaci druhych posli a
internalizaci (Homan a Tesmer 2014). Extracelularni doména piedstavuje cil, na ktery se
vazou receptorove specifické radioaktivné znacené peptidy, a tim je umoznéna detekce
nadorovych bunék. Po navazani radioligandu na membranovy receptor dojde k internalizaci
celého komplexu receptor-ligand, coz vyusti v retenci radioaktivity v nddorovych bunkéch

(Madani et al. 2011).

NH,
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Obr. 1. Chemicka struktura ~ In-DTPA-oktreotidu (pievzato z Santini et al. 2014).

Peptidy se zacaly v klinické praxi pouzivat jako radiofarmaka pied vice jak 20 lety.
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somatostatinovy (SST) analog, '''In-DTPA-oktreotid ('''In-Octreoscan®, '''In-pentetreotid,

obr. 1) (Charrier et al. 2011), ktery byl schvalen jako vhodny pro zobrazovani 1€zi pozitivnich



na SST receptory (SSTR), jako jsou neuroendokrinnich nédory, nadory prsu a malobunéény
karcinom plic (Sainz-Esteban et al. 2014; Mezi et al. 2005; Genestreti et al. 2014). Tento
pfipravek je injekéné aplikovan pacientovi a pomoci SPECT je provedeno vysSetieni.
Skenovaci procedura muize odhalit lokalizaci primarniho nadoru a ve vétSin€ piipada i
sekundarnich metastaz. Uspé$né zavedeni tohoto somatostatinového radiopeptidu do klinické
praxe vyustilo v intenzivni zajem o celou skupinu peptidd, diky kterému byly objeveny
bombesiny s vazbou na receptory pro bombesin/gastrin uvoliiyjici peptid, které jsou ve vyssi
mife exprimovany u mnoha béznych typt nddort. V dal§im obdobi nésledovalo testovani fady
dalSich radiopeptidii, znichz nékteré jsou v soucasné dobé v preklinickém ¢i klinickém
hodnoceni (Fani et al. 2012).

Pomémé novou aplikaci radioaktivné znaCenych peptidi je receptory
zprostiedkovana terapie (PRRT), ktera se testuje prolécbu neoperovatelnych nebo
metastazujicich neuroendokrinnich nadort (Bodei et al. 2014; Kulkarni a Baum 2014).
Vzhledem k dynamickému vyvoji v oblasti radioaktivné znaCenych receptorové specifickych
peptidl je obtizné teoreticky pokryt vSechny typy dosud zndmych peptidl, a proto se tato
prace zaméiuje predevSim na latky s vazbou na SST, bombesinové a cholecystokininové
receptory. Tyto skupiny se zdaji byt zhlediska terapie pomoci radioaktivné znacenych
peptidl nejperspektivnéjSimi skupinami, coz dokladaji s ispéchem provedené klinické studie

(Brogsitter et al. 2014; von Guggenberg et al. 2012).

2.1.1. Vyhody pouZziti receptorové specifickych radiopeptidii

Vysoka mira exprese peptidovych receptort riznymi nadorovymi bunikami poskytla
molekularni zéklad pro uspé€sné vyuziti radioaktivné znacenych peptidi jako nosict
radioaktivity v nukledrni mediciné. Diky své malé velikosti vykazuji peptidy rychlou
farmakokinetiku, vyborné zacileni a uc¢innou penetraci do nadoru (Okarvi 2004). Dalsi
vyhodou je jednoducha ptiprava pomoci automatizovanych peptidovych syntetizért, které
umoziuji 1 modulaci pozadovanych farmakokinetickych vlastnosti zménou v peptidové
sekvenci ¢i piidanim biomodifikujicich komponent (Antunes et al. 2007).

Protoze se jedna o derivaty ptivodné¢ endogennich latek, vykazuji peptidy k
prislusnym receptorim vysokou afinitu a po navéazani ligandu dochazi k rozvoji uc¢inku. Pro
rozvoji nezddoucich UCinkl. VEtSina receptorit vykazuje tak vysokou afinitu ke svym

ligandiim, Ze k saturaci dochdzi jiz pii nanomoldrnich koncentracich peptida. Je proto
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dalezité, aby radioaktivni znaceni peptidu probéhlo kvantitativné a aby vysledny radiopeptid
vykazoval vysokou specifickou radioaktivitu a bylo mozno nador zobrazit pouzitim mikro- az
pikomolérnich koncentraci (Mankoff et al. 2008). Do praxe zavedené peptidy jsou dostupné
ve form¢ kitu, ktery umoznuje jednoduchou a rychlou piipravu se standardizovanymi
vysledky. Peptidy na rozdil od protilatek nevzbuzuji imunitni odpovéd’, a proto je jejich

aplikace dobfe sndsena.

2.1.2. Limity aplikace receptorové specifickych radiopeptidu

Hlavni problém spojeny s pouzitim linearnich peptidl je kratky biologicky polocas.
Peptidy jsou rychle degradovany proteolyzou v plazmé diive, nez dosdhnou zamyslené¢ho cile.
Bylo zjisténo, ze na jejich rozkladu se podili ektoenzymy, které jsou na povrchu bunék,
predevsim v jatrech a ledvindch (Konkoy a Davis 1996). Stale neni pfesn¢ znamo, ktery
enzym se na Stépeni podili v nejvyssi mife, avSak Pauwels et al. (1989) publikovali praci
popisujici Stépeni gastrinu a cholecystokininu (CCK) na rGznych mistech neutralni
endopeptidazou 24.11 (Pauwels et al. 1989). Proto jsou pfirozené peptidy chemicky
modifikovany, aby doslo k minimalizaci rychlé enzymové degradace (Behr et al. 2001). Pro
vytvoieni metabolicky stabilniho peptidu vhodného pro klinické pouziti bylo vynaloZeno
velké usili. Mezi zpisoby zvySujici stabilitu patii pouziti stabilngjSich D-aminokyselin
namisto L-aminokyselin, pouziti pseudopeptidovych vazeb, zatazeni aminoalkoholl a vlozeni
nepfirodnich aminokyselin nebo aminokyselinovych zbytkii s modifikovanymi postrannimi
fetézci bez ovlivnéni vazebné schopnosti peptidu. Téchto modifikaci bylo vyuzito napiiklad u
oktreotidu. Zatimco piirodni SST ma plazmaticky polocas 2—3 min, modifikaci byl ziskan
analog o polocase 1,5-2 h, ktery je vyuzitelny pro klinickou aplikaci (Mankoff et al. 2008).

Zasadnim limitem pro aplikaci receptoroveé specifickych peptidi je ledvinna
kumulace a retence. Tyka se to predevsim peptidii urenych k potencidlni cilené radioterapii,
které¢ jsou znaceny biologicky ucinnymi radionuklidy s delsim poloc¢asem, jako jsou napf.
"TLu nebo *°Y (Kunikowska et al. 2011). Diky pievazujicimu vylucovani radiopetida
ledvinnou exkreci jsou ledviny vystaveny vysoké expozici a radioaktivita zde kumulovana
muze dosdhnout pomérné vysokych hodnot. Protoze ledvinna retence radiopeptidi je relativné
dlouhodob4, mtze dojit k radiotoxickému poskozeni ledvinné tkan¢ s naslednym selhavanim
ledvin (Cwikla et al. 2010). Tento nezadouci jev tak omezuje moznou pouzitelnou davku

vvvvv

zasadni riziko neptedstavuji. Piestoze existuje fada moznosti, jak riziko ledvinné kumulace a
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radiotoxicity radiopeptidi omezit (viz cast 2.4.2), predstavuje ledvinné poSkozeni

terapeutickymi radiopeptidy zdvazny problém a stale feSenou vyzkumnou oblast.

2.1.3. Terapie pomoci radioaktivné znacenych peptidii zamérenych na
specifické receptory

PRRT vyuziva peptidii znacenych terapeutickymi radionuklidy, které jsou schopny
se specificky véazat na receptory na nadorovych bunkach, a tak cilen¢ dopravit zati¢ k nadoru
s co nejmensi zatdZi pro ostatni tkan&. Uspéch této terapie zavisi predeviim na vysokém a
homogennim vyskytu peptidovych receptori jak na povrchu primarniho nadoru, tak 1
metastaz (Reubi 2003). Po Uspésném navazani peptidu na receptor dochazi k internalizaci
komplexu receptor-ligand, ktery je uvnit builkky degradovan a receptor se znovu navraci na
povrch buniky. Rychlost tohoto procesu a jeho rozsah je dalSim faktorem urcujicim uspésnost
1é¢by.

Pro tento typ terapie je také velice dilezita volba vhodného pacienta, protoze je
zatim pouzivana jen jako krajni feSeni. Mezi pacienty vhodné pro PRRT patii lidé
s mnohoc¢etnymi neoperovatelnymi metastdzemi ¢i mozkovym nadorem, kteti byli jiz 1éCeni
chemoterapii ¢i radioterapii s pouze malym nebo zddnym uspéchem (Kwekkeboom et al.
2000). Vzhledem k tomu, ze peptidy prekonavaji hematoencefalickou bariéru jen s obtizemi,
voli se u mozkovych nadort lokalni aplikace peptidické 1écby (Merlo et al. 1999). Lokalizace
nadoru je tedy dalSim urcujicim faktorem, stejn¢ tak jako jeho wvelikost a citlivost

na radioaktivni zafeni (radiosenzitivita) (Brans et al. 2006).

Diky dobré dostupnosti nadorovych bunéénych linii, bylo provedeno velké mnozstvi
in vitro testl sledujicich vyskyt receptorti u riznych typii nadort a jejich denzitu. To je prvni
informace, podle které lze rozhodnout o vhodnosti, popfipadé typu PRRT (Reubi 2003).
Nasleduje receptorova scintigrafie, kde je jiz nador konkrétniho pacienta sniman pomoci
peptidu s navazanym zobrazovacim nuklidem. Nejcastéji je dnes v klinické praxi pouZzivan
"n-DTPA-oktreotid (Ambrosini et al. 2011). Ze snimk lze zjistit hustotu receptort a také je
mozné vypocitat pomér mezi zachytem nuklidu v nadoru a jatrech, ktery by mél byt co
nejvyssi (Kwekkeboom et al. 2000). Limitaci je ale nedostatek informaci o homogenité ¢i
heterogenité receptorového rozlozeni v nadoru, které nam pravé poskytnou pouze in vitro
testy. Pokud se jedna o nador s vice typy receptoru, jejichz rozlozeni je na povrchu rizné,
bylo testovano pouziti takzvané multipeptidové receptorové terapie (Okarvi 2008). Pti pouziti

SST a CCK analoga soucasné, dosahneme vyssiho obsazeni receptori na nadoru a tim vyssi
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radioaktivity, ktera zde miize pusobit, a také jejiho homogennéjSiho rozptyleni. Moznymi
terapeutickymi cili jsou pfedevSim prsni nadory a nadory gastrointestinalniho traktu (Reubi et

al. 2002; Reubi et al. 2004).

Pro znacCeni radiopeptidii pfipadéd v tivahu fada radionuklida. Jednotlivé radionuklidy
se lisi typem emitovaného zafeni, jeho energii, prostupnosti a polocasem rozpadu. Vybér
radionuklidu pro terapii je zdavisly na zamysSlené klinické aplikaci a na fyzikalnich a
chemickych vlastnostech radionuklidu. Obecné se da fici, ze pro terapeutické ucely se
pozivaji ptredevsim P zafice, které mohou mit i y slozku zafeni, a novym pfistupem je 1 vyuziti
a zafich. V rdmci PRRT se také testuje kombinovani radionuklida s riznymi energiemi a
dosahem zafeni, ¢imz lze docilit lepSich 1écebnych vysledka u nadord s rtiznymi velikostmi

(de Jong et al. 2005b).

2.2.Vyvojové skupiny radiopeptidi
2.2.1. Analoga somatostatinu

SST je biologicky aktivni neuropeptid produkovany hypotalamem a parakrinnimi
bunikami v gastrointestinalnim traktu a jeho funkci je inhibice sekrece celé¢ skaly hormoni.
Kromé¢ kontroly sekrece rastového hormonu inhibuje intestinalni motilitu a absorpci,
vazokonstrikci a bunécnou proliferaci. SST ma dvé biologicky aktivni formy, jejichz fetézec
tvoti 14 ¢i 28 aminokyselin (SST-14, SST-28), které vytvareji pomoci disulfidického mustku
cyklickou strukturu (obr. 2, obr. 3). SST-14 1 SST-28 maji vysokou afinitu ke vSem péti
znamym podtypim SST receptort (SSTR1-5). Tyto receptory patii do rodiny G-protein
vazajicich receptor a jsou exprimovany v ruznych orgénech, jako je GIT a slinivka biisni
(Taniyama et al. 2005). Krom¢ fyziologické organové exprese jsou SSTR nadmérné
exprimovany nékterymi malignimi tkanémi, pfedevS§im neuroendokrinnimi (Reubi et al.

1990), coz pii pouziti radioaktivné znacenych SST analogli umoziiuje jejich lokalizaci in vivo.
I 2 3 4 5 6 7
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Obr. 2. Sekvence aminokyselin v molekule somatostatinu-14 (pfevzato z Fani et al. 2012).
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Obr. 3. Sekvence aminokyselin v molekule somatostatinu-28 (pfevzato z Fani et al. 2012).

Po navazani SST na SSTR dojde nejCastéji k inhibici adenylatcykldzy, aktivaci
draselnych a vépenatych kanall, aktivaci proteinové fosfatizy ak aktivaci nitrobunécné
tyrosinové fosfatdzy. SST ma navic pfimy antiproliferativni U¢inek diky inhibi¢nimu
pusobenim na rlstové faktory a nddorovou angiogenezi (Garcia de la Torre et al. 2002).

Nevyhodou ptirozeného SST pii klinickém uziti je kratky plazmaticky polocas
vlivem rychlé enzymatické degradace endogennimi peptiddzami (Susini a Buscail 2006).
Proto byla modifikaci jeho struktury piipravena tada syntetickych analogl, které maji
zachovanou biologickou aktivitu SST, ale vyznacuji se vys$s$i odolnosti k enzymatické
degradaci. Strukturni zmény spocivaly v zdméné L-aminokyseliny v pozici 8 (Tyr) za
D-izomer, zavedeni D-aminokyseliny na N-konec fetézce a na C-konec byl pfidan
aminoalkohol (obr. 4 a obr. 5). Disulfidicky mustek ptispiva k lepsi odolnosti vici
endopeptidazam (obr. 1, 4, 5). Kromé¢ toho doslo jesté ke zkraceni peptidového retézce. Takto
upravena analoga SST, znacend vhodnym radionuklidem umoznujicim SPECT a PET
diagnostiku, se UspéSné pouzivaji ¢i testuji pro zobrazovani nddorti, planovani 1écby a
naslednou monitoraci odpovédi na lécbu. Tyto derivaty dovoluji i detekci malych metastaz,
coz je velkou vyhodou oproti jinym diagnostickym pfistupiim (Rossi et al. 2014). Diky
zachované vazebnosti k receptorim u nich ziistava i biologickd aktivita snizujici piiznaky

spojené¢ s nadmérnou hormonalni produkci a mohou tak mit i pfimy protinddorovy ucinek
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(Mankoff et al. 2008). Ve vyvojové posloupnosti byly prvnimi takto modifikovanymi analogy

SST oktreotid a oktreotat, pozdéji 1 dalsi derivaty (viz nize).

DTPA-oktreotid

Oktreotid, oktapeptidovy SST analog, vznikl zavedenim D-aminokyselin a
zmenSovanim velikosti kruhu az na biologicky aktivni zékladni sekvenci, kterou predstavuji
pouze 4 aminokyseliny (Phe-DTrp-Lys-Thr), které jsou nezbytné nutné pro vazbu na receptor.
Jeho struktura je znazornéna na obr. 1. Touto uUpravou vznikl analog s vyrazn¢ delSim
plazmatickym polo¢asem ve srovnani s pivodnim endogennim peptidem a pouze osmi
aminokyselinami, od ¢ehoz je odvozen i jeho nazev (oktreotid). Pro vyznam této prace je
dalezity pfedevsim radioaktivné znaceny oktreotid, ale v klinické praxi se pouziva i
neznaceny, dlouho pusobici oktreotid (oktreotid LAR), ktery je podavan jako pocatecni 1écba
pacientiim s metastatickymi stfevnimi NET (Rinke et al. 2009). Vyuziti biologického u¢inku
prirozeného SST ma4 stabilizujici efekt na rst nadort a vede k oddaleni progrese onemocnéni

(Arnold et al. 1996).

"n-DTPA-oktreotid je v soucasnosti zatim jediny registrovany SST peptid pro
scintigrafické zobrazovani v CR. Scintigrafie pomoci této latky se ukéazala byt velice citlivou
a specifickou metodou pro zobrazovani nadorti a jejich metastaz s expresi SSTR. Z tohoto
divodu vznikla snaha vyuzit nejen y-zafeni, které tento nuklid emituje, ale pomoci podani
vysokych davek radiopeptidu vyuzit 1 ucinku emitovanych Augerovych a konverznich
elektronti k terapii metastazujicich nadori. Piestoze u pacienti lé¢enych '''In-oktreotidem
byla zaznamendna tleva, objektivni odpoveéd’ nadort k 1é¢be byla velice mala (Valkema et al.

2002).

DOTA-[Tyr’|oktreotat (DOTA-TATE)

Oktreotat (TATE), ktery je dalSim vyvojovym stupném ve skupiné¢ analogi SST,
se lisi od svého ptredchiidce oktreotidu nahrazenim threoninolu na C konci za ptirodni
aminokyselinu threonin (obr. 4), ¢imz doslo k vyrazné vyssi schopnosti vazby na SSTR2.
Podle provedenych studii je uptake radioaktivné znaceného DOTA-TATE v nadorech
nekolikanasobné vyssi nez u starSich SST analogl, zatimco nezddouci zachyt v ledvinach,
slezing a jatrech ziistava stejny (Reubi et al. 2000). V ptipadé tohoto peptidu bylo testovano

17

pro terapeutické pouziti znateni '’’Lu. Vyhodou tohoto zafie je, ze vedle P emituje téZ y

zateni. Peptidy znacené timto radionuklidem mohou byt tedy pouzity jak pro 1écbu, tak pro
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dozimetrii a monitorovani nadorové odpovédi. Lécba pacientli s endokrinnimi nddory pomoci
cilené radionuklidové terapie s '’Lu-DOTA-TATE vedla k terapeutické odpovédi, u 30-38 %
pacientli doslo k zlepSeni kvality zivota a prodlouzeni doby pfeziti az o dva roky (Van Essen
et al. 2007). Limitujicim organem jsou stejné jako u dalSich podobnych radiopeptidii ledviny.
Pro zji§téni bezpecnosti a tolerance 1é¢by '’Lu-DOTA-[Tyr’Joktreotatem probihaji klinické
studie tieti faze (http://clinicaltrials.gov/show/NCT01578239).

HOOC / \ (o\u—. @ @
=4 '

L
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Obr. 4. Struktura DOTA-[Tyr’Joktreotatu (pfevzato z Fani et al. 2012).

DOTA-[Nal’]-oktreotid (DOTA-NOC)

Dals$im vyznamnym analogem SST je DOTA-NOC, u néhoz byla tieti aminokyselina
v fetézci oktreotidu (fenyalanin) nahrazena (1-naftyl)alaninem (obr. 5). Touto modifikaci byla
zachovana dobra vazebnost na SSTR2, ale oproti DOTA-TATE ma tento peptid 1 vysokou
afinitu k SSTR3 a SSTRS, coz je vyuzitelné u nddorti s nizkou expresi SSTR2 a naopak
se zvysenou expresi SSTR3 a SSTRS. ''In znageny DOTA-NOC vykazoval v preklinickych
studiich s bunécnymi liniemi a u zvitat s experimentalnimi nadory dobrou vazebnost i prostup
do nadoru. Klinické studie vSak predbézna ocekavani adekvatné nenaplnily. Pfi klinickém
testovani sice zistala retence ''Lu-DOTA-NOC v ledvinich a slezin srovnatelna
s """Lu-DOTA-TATE, '""Lu-DOTA-NOC viak ziistaval navazan i v dalsich organech. Uptake
tohoto radiopeptidu v nadorech byl ale ve srovnani s '"’"Lu-DOTA-TATE niz§i (Wehrmann et
al. 2007).
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Obr. 5. Chemicka struktura DOTA-[Nal*]-oktreotidu.

2.2.2. Analoga cholecystokininu a gastrinu

Peptidy gastrinové a CCK rodiny jsou charakteristické peptidovou sekvenci Trp-
Met-Asp-Phe-NH, na C konci, kterd odpovidda za vazbu na CCK receptory (obr. 6).
Gastrinové peptidy maji navic pentaglutamovou sekvenci, kterd u CCK peptida chybi (obr. 7).
Bylo prokazano, ze sekvence 8 aminokyselin na C konci CCK ma stejnou uc¢innost jako
prirodni peptid obsahujici 33 aminokyselin (Laverman et al. 2004). Na tomto zaklad¢ byla
vyvinuta fada analogii gastrinu s krat§im fetézcem, avSak se zachovanou vysokou afinitou

k CCK receptorim, které ziskaly oznaCeni minigastriny.

Gly-Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH;

Obr. 6. Aminokyselinova sekvence CCKS8.

DGlu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr-Gly-Tpr-Met-Asp-Phe-NH,

Obr. 7. Aminokyselinova sekvence minigastrinu 0.

Peptidy CCK a gastrin pusobi na CCK2/gastrinové a CCK1 receptory, které jsou
fyziologicky exprimovany v tenkém stievé a mozku (Reubi 2003). Vysoka exprese
CCK2/gastrinovych receptorti byla zjisténa v bunitkach medularniho karcinomu §titné zlazy,
malobunécného karcinomu plic, astrocytomi, stromalniho ovaridlniho karcinomu,
gastroenteropankreatickych neuroendokrinnich nadorti a gastrointestindlnich stromélnich

tumorti (Brans et al. 2006).
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Radioaktivné zna¢ena CCK/gastrinova analoga maji perspektivu pro in vivo targeting
CCK/gastrinovych receptorti exprimovanych nadory. Mezi klinicky nejuspésnéjsi latky patii
9T c-demogastrin 2, '''In-DOTA-minigastrin 11 (*''In-DOTA-MG11) a ""'In-DOTA-CCK.
Predevsim **Tc-demogastrin 2 vykazoval slibny klinicky potencial pro diagnostické ulely,
protoze je velice dobfe detekovatelny, zobrazuje nckolik typli nddorti a jeho transport
do nadorti u pacientti s medularnim karcinomem S§titné zlazy a metastdzami byl vysSi nez
u dalSich peptidl z této skupiny (Froberg et al. 2009).

V poslednich letech byla pfipravena a testovana pomérné Siroka paleta radioaktivné
znaCenych CCK/gastrinovych analogii pro radionuklidové zobrazovani a terapii nadort
pozitivnich na CCK/gastrinové receptory. Zakladnim problémem komplikujicim §irSi pouziti
CCK a gastrinovych analogt je vysoky ledvinny zachyt a vysoka mira metabolismu. Zatimco
analogy CCK vykazuji niz8i uptake v nadorech spolu s nizsi ledvinnou kumulaci, analogy
gastrinu maji zachyt v nadorech mnohem vys§i, bohuzel je vSak zvySena 1 kumulace

v ledvinach (Behr a Behe 2002).

DOTA-minigastrin 0 (MGO0)

Struktura MGO je tvofena aminokyselinovou sekvenci DGlu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-
Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,. Radioaktivné zna¢ena forma vykazuje spolu s podobné
vysoce kumulovanymi derivaty sargastrinu mezi gastrinovymi analogy nejvyssi retenci
v ledvinach. Ledvinny uptake je mozné castecné blokovat soucasnym podanim Stépa
albuminu ¢i Zelatinovych plazma expandéra (Vegt et al. 2010b). Kumulace byla také snizena
pii soucasném podani polyglutamovych fetézclh rtizné délky (Behe et al. 2005), pficemz
nejucinngjsi se zda byt pouziti oligofetézcti o délce veétsi nez pet aminokyselin. Na zakladé
téchto skutecnosti se predpoklada, Ze za ledvinnou kumulaci MGO je odpovédné ptitomnost
péti glutamovych zbytkli v jeho molekule (Laverman et al. 2011), které jsou odpovédné

za negativni naboj molekuly peptidu.

DOTA-sargastrin

Sargastrin je analog lidského gastrinu-17. Stejné¢ jako MGO obsahuje
pentaglutamovou sekvenci, ktera dava molekule negativni naboj. Uplna aminokyselinova
sekvence sargastrinu je GIn-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Nle-

Asp-Phe-NH,. Sargastrin se vyznacuje vysokou vazbou na nadory exprimujici CCK2
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receptory. Jeho retence v ledvinach je u pokusnych zvifat vysoka a srovnatelna s ledvinnym

uptake MGO (Laverman et al. 2011).

DOTA-minigastrin 11 (MG11)

U MGI1 byla odstranéna pentaglutamova sekvence a byl tak pfipraven oktapeptid
s mnohem nizSim ledvinnym zéchytem (Good et al. 2008), ovSem 1 s tfetinovou vazbou na
nadory ve srovnani s MGO. Jeho struktura je tvofena fetézcem DGlu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-
Asp-Phe-NH,. Tento peptid je ovSem méné stabilni v séru, pravdépodobné diky chybéjici
glutamové sekvenci v jeho molekule (Good et al. 2008). V experimentech in vivo s vyuzitim
BALB/c mysi sindukovanymi nadory, kterym byl aplikovan '""Lu-DOTA-MGI11, byly
hlavnimi metabolity nalezenymi v mo&i zvifat tripeptid '"’Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr a o jednu

aminokyselinu del§i '”’Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr-Gly (Ocak et al. 2011).

2.2.3. Analoga bombesinu
Bombesin je peptid slozeny ze 14 aminokyselin, ktery se vyskytuje u obojzivelnikd.
U savci je ptitomen jeho homolog o 27 aminokyselinach - gastrin uvolnujici peptid (GRP).
Bombesin 1 GRP obsahuji charakteristickou sekvenci 7 aminokyselin na C-konci fetézce Trp-
Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH; (viz obr. 8 a 9), ktera odpovida za vazbu na vysokoafinitni
receptory pro bombesin/gastrin (Pansky et al. 2000). Ob¢& latky maji silnou vazbu na lidsky
GRP receptor. Tyto receptory jsou exprimovany mnoha typy nadorovych bun¢k, jako jsou

buniky nadorti prostaty, prsu, gastrointestindlni tumory a malobunéény plicni karcinom

(Gonzalez et al. 2008).

Ala-Pro-Val-Ser-Val-Gly-Gly-Thr-Val-Leu-Ala-Lys-Met-Try-Pro-Arg-(Gly-Asn-His-) Trp-Ala-
Val-Gly-His-Leu-Met-NH,

Obr. 8. Aminokyselinova sekvence gastrin uvoliujiciho peptidu.

pGlu-GlIn-Arg-Leu--(Gly-Asn-GIn-)Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH,

Obr. 9. Aminokyselinova sekvence bombesinu.

Rodina bombesinovych receptorti patii do skupiny receptorti spfazenych s

G-proteiny a skladda se ze Ctyf podtypt: neuromedin B receptor (BB1), GRP receptor (BB2),
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sirot¢i receptor (BB3) a receptor nalezeny u obojzivelnikii (BB4) (Ohki-Hamazaki et al.
2005). Bombesin a GRP po vazb¢ a aktivaci téchto receptorti vykazuji mnoho fyziologickych
a farmakologickych funkci. Hraji také dtlezitou roli ve stimulaci rastu riznych typl nadort
(Reubi 2003). U lidskych nadorti se vSak vyskytuji pouze tfi typy receptorti - BB1, BB2 a

vvvvvv

prsu, gastrointestinalniho systému a prostaty (Gonzalez et al. 2008).

Radioaktivné znacené peptidy odvozené od struktury bombesinu, které maji
zachovanou vysokou specifickou schopnost vazby na bombesinové/GRP receptory, maji
vyvojovy potencidl pro piipadné diagnostické a/nebo terapeutické pouziti u vyse zminénych
typt nadord. Pro znadeni radionuklidy, jako je napt. **Cu nebo '""Lu byla vytvofena fada
analogli s variantnimi peptidovymi fetézci, které byly konjugovany s DOTA (Lears et al.
2011; Pujatti et al. 2011). Mezi tyto vyvojové latky patti DOTA-[Lys’]bombesin nebo
DOTA-[Pro', Tyr*]bombesin, které byly syntetizovany a biologicky testovany nizozemskou
skupinou Breeman et al. (2002). Tito pracovnici vychazeli z pfedpokladu, ze GRP receptory
by mohly byt indikdtory karcinogeneze jiz v raném stadiu a néasledné oznaceni radionuklidy
by umoznovalo jak diagnostiku, tak terapii, obdobné jako se to podafilo s analogy
somatostatinu.

Hlavnim problémem spojenym s pouzitim bombesinovych peptidl je jejich tendence
se hromadit v jatrech a tenkém stievé, diky vysoké hepatobiliarni clearance i piesto, Ze maji
hydrofilni povahu. Z tohoto diivodu je tak scintigrafické zobrazovani v abdominalni oblasti
problematické (Reubi et al. 2005). Vysoka hepatobiliarni clearance mize byt zpiisobena prave
pritomnosti GRP receptori v gastrointestindlnich tkanich (Pansky et al. 2000). Proto byly
postupné vyvinuty bombesinové derivaty s nizkou akumulaci v jatrech a intestindlni oblasti
(Lin et al. 2005). Tyto latky znacené **™Tc, ®*Ga, '"'In, **Cu, '®F a """Lu byly zkoumany
v testech na zvifecich modelech lidskych nadorG prostaty a prsou (Zhang et al. 2004;
Maddalena et al. 2009; Smith et al. 2003; Zhang et al. 2007). Pfi ptfenosu preklinickych
vysledki do klinického prostiedi vSak byla zjisténa bezpeCnostni rizika souvisejici
s intraven6znim podanim silnych bombesinovych agonistli. NejCastéji se vyskytujici
nezadouci ucinky byly abdominalni kiece, stimulace sekrece gastrointestinalnich hormont a
ovlivnéni termoregulace. Uginky pravdépodobné souviseji s aktivaci bombesinovych

receptorti v perifernich tkanich, a to predevs§im ve sttevé (Sancho et al. 2011).
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DOTA-[Lys’|bombesin

V preklinickych studiich u my$i s nadory prostaty indukovanymi pomoci linii PC-3
a CWR22 vykazoval DOTA-[Lys’Jbombesin znateny **Cu vysokou afinitu a internalizaci
v bunikach karcinomu. Tato kumulace byla vyssi v nddorech nezavislych na androgenech, nez
v nadorech zéavislych na androgenech. Tento peptid téZ vykazoval pifiznivy pomér mezi
mnozstvim radioaktivity kumulované v nadorech a celotélovym pozadim. Chemicka struktura

DOTA-[Lys’]bombesinu je zobrazena na obr. 10.
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Obr. 10. Chemicka struktura DOTA-[Lys’]Jbombesinu (pfevzato z Dapp et al. 2012).

DOTA-[Pro’, Tyr‘|bombesin

Tento analog vykazuje velice nizkou akumulaci radioaktivity v krvi a sleziné¢ a
vynikajici vazebnost a kumulaci v nadorech a tkénich exprimujicich GRP receptory. Jeho
struktura je tvoiena sekvenci DOTA-Pro-Gln-Arg-Tyr-Gly-Asn-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-
Leu-Met-NH,. Vyhodou tohoto peptidu je vyhovujici zplisob ptipravy a jeho stabilita
(Breeman et al. 2002).

2.3. Radioaktivni znaceni peptida

2.3.1. Typy dostupnych radionuklida

Peptidy urcené pro pouziti v radiodiagnostice nebo radioterapii musi obsahovat
radionuklid, ktery umoziuje jejich detekci po aplikaci do téla pacienta nebo vyvolé jejich
terapeuticky ucinek. Obecné muzeme fici, ze pro radionuklidovou terapii peptidy jsou
pouzivany radiokovy emitujici a nebo [~ zéafeni, Augerovy ¢i konverzni elektrony, zatimco
pro diagnostické ucely se pouzivaji nuklidy emitujici pozitrony (B° zaFice), ¢&i

vysokoenergetické fotony (y zafite). Nekteré nuklidy, napt. '''In &i ' se fadi mezi smiSené
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zafice a v tomto piipadé je mozné je vyuzit k obéma uceltim. Dalsi vlastnosti radionuklidu,
jez urcuje jeho dalsi pouziti je polocas radioaktivni pifemény. Pro pouziti v nuklearni medicing
je vhodné, aby polocas radioaktivni pfemény koreloval s biologickym polocasem
a farmakokinetickymi vlastnostmi pouzitého radiofarmaka. Protoze peptidy obecné maji
kratky biologicky polocas, pouzivaji se k jejich znac¢eni nuklidy s polo¢asem prfemény desitky
minut ¢1 hodin. Pro terapeutické ucely je vSak vhodné pouziti nuklid s del§im polocasem,
ktery umozni delsi terapeutické piisobeni v misté nadoru. Piehled radionuklidii nejCastéji

vyuzivanych pro znaceni peptida v preklinickém a klinickém vyzkumu je uveden v tab. 2.

Radionuklidy pro diagnostiku

P™Tc je metastabilni radionuklid, ktery je k diagnostickym G&elim vyuZivan
v nuklearni mediciné velmi frekventné a predstavuje tak nejpouzivanéjsi radioizotop
v klinické praxi. Dobfe detekovatelné emitované gama zafeni o energii 140 KeV a polocas
premény 6 h umoziuji kvalitni diagnostiku pti nizké radiacni zatézi pacienti. Vyhodou je téz
dobra dostupnost piimo na pracovistich nukledrni mediciny, kde se obvykle ziskdva tésné
pred piipravou radiofarmak z *’Mo/**™Tc generatoru. Pouziva se ke znaceni velké $kaly
radiofarmak, kterd jsou vétSinou jiz dostupnd ve formé kitu. Pro znaceni radiopeptidii bylo
#MTc pouzito jak k piipravé SST analogii (Gambini et al. 2011), tak i gastrinovych a
bombesinovych analogli (Nock et al. 2003; Nock et al. 2005).

Dalsim radionuklidem, ktery se pouziva predevsim pro diagnostické ucely u pacientii
pii onemocnénim §titné lazy, je '’I. Tento radionuklid s polodasem premény 13,2 h emituje
y zéfeni o energii 159 KeV (Park 2002). Pro pouziti v PRRT je vhodnéjsi dalsi izotop
jodu - P'I. Tento radionuklid se ziskava v jaderném reaktoru a prevahu tvoii B slozka
s energii 971 KeV. Diky dlouhému polo¢asu 8 dni a cenové dostupnosti piedstavuje '
cenové piijatelnou alternativu pro peptidy, které mohou byt znadené '"'Lu a pouzivané pro

terapii neuroendokrinnich nadort (de Araujo et al. 2009).

'8F se zd4 byt velmi vhodnym radionuklidem pro znaceni peptidii a nasledné vyuziti
pro PET diagnostiku. Hlavni pfekazkou jeho pouZiti je pracna a Sasové naro¢nd ptiprava '°F
znadenych latek. Vyhodou "F viak je kratky polocas - 110 min, ktery umoZiiuje provést
syntézu i zobrazovaci proceduru. K vybornému bezpecnostnimu profilu pfispivd netoxicky
produkt pfemény, kterym je '"O. Nizkd energie pozitronii (0,64 MeV) a kratky dosah

v tkanich (2-3 mm) minimalné radiacné zatézuji pacienta (Okarvi 2001).
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Radionuklidy pro terapeutické aplikace

vvvvvv

piipravku  vyvinutého vramci skupiny receptorové specifickych radiopeptidd -
"n-DTPA-otreotidu, jeho pouZiti v terapii nebylo Gsp&$né kvili malé prostupnosti
emitovanych Augerovych elektroni do tkani (Kwekkeboom et al. 2005). Pro terapeutické
Gcely jsou vhodn&jsi radiokovy emitujici B &astice, a to piedevim °Y a '"Lu. Tyto
radionuklidy emituji ¢astice o takové energii, ze jejich zatfeni je schopno vyvolat zanik bun¢k,
avSak zaroven nedochazi k rozsdhlému poskozeni okolni tkan¢ (Kaltsas et al. 2005).

Y emituje vysokoenergetické elektrony o maximalni energii 2,3 MeV. Jedna se o B
zafi¢ s maximalnim prostupem do tkani 12 mm, ktery je ucinngjsi pii 1écbé vétsich nadort
s pramérem do n&kolika desitek mm. Polo&as radioaktivni pfemény Y je 2,7 dni.

Naproti tomu zafeni '"’Lu pronikd maximélné 1,8 mm do tkéani, coZ je tedy vhodné
pro lécbu mensSich nadori a metastaz, optimalné nekolik mm velkych (O'Donoghue et al.
1995). Polocas premény '"’Lu je 6,7 dni a jeho elektrony maji niZsi energii (0,5 MeV) nez
v ptipadé *°Y. Vyhodou je, Ze '""Lu emituje i y zafeni, které umoZiuje scintigrafii nadort,
dozimetrii a sledovani velikosti 1ézi. Kombinace téchto dvou radiokovil se zda byt idealnim
prosttedkem pro soucasnou 1é¢bu velkych nadori diky vysokoenergetickému *°Y a jeho
malych pridruZenych metastaz pisobenim nizkoenergetického '""Lu. Ze zatim provedenych
klinickych studii, které testovaly pouziti ’Y a '"’Lu zna¢enych DOTA-TATE a DOTA-TOC
vyplynulo, Ze kombinovana lécba sice jednoznac¢né prodlouzila pacientim zivot, avsak jeji
bezpecnost byla v nékterych studiich problematicka (Kunikowska et al. 2011; Villard et al.
2012; Seregni et al. 2014).

Dalsimi vyvojovymi radionuklidy, které by mohly byt vyuzity pro terapeutické
aplikace receptorové specifickych radiopeptidii jsou alfa zéafiCe. Nejnovéjsi vyzkum je
zamé&Fen na radionuklidy emitujici o &astice jako jsou *"’Bi ¢i *Ac. Tyto radioaktivni kovy
emituji Castice s vysokou energii a s pienosem energie na biologické struktury mnohem
vy$$im nez u [ Castic. Charakteristiky zafeni alfa emitorti jsou podkladem pro jejich vyssi
terapeutickou uc¢innost pii 1é€be malych nadorti a mikrometastaz. Vyhodou pouziti a zafici je
také nezavislost cytotoxického efektu na fazi bunécného cyklu a koncentraci kysliku. Proto se
mohou tyto zafice s vyhodou pouzivat 1 k 1é€bé méné okysliCenych, hypoxickych nadora
(Miederer et al. 2008), u kterych miize byt proliferace témét uplné zastavena nejCastéji

v Gy/G; fazi pii zachované invazivité transformovanych bun¢k (Krtolica a Ludlow 1996).
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Radionuklidy pro diagnostické i terapeutické ucely

Nejpouzivanéjsim radiokovem je v oblasti radiopeptida "n, které emituje nejen
zafeni gama umoziujici scintigrafické zobrazeni, ale je téz zdrojem terapeuticky vyuzitelnych
Augerovych a konverznich elektront s prostupnosti do tkani 0,02-10 um a 200-550 pm.
Béhem nékolika poslednich let se ale pro PET zobrazeni zacala testovat SST analoga
radioaktivné znaCena pozitrony emitujicim %Ga. V porovnani se SPECT vyuzivajicim SST
analoga znacena " vykazuje PET snimkovani s pouzitim %Ga vys$i rozliSeni, lepsi
kontrast tkani a vyssi citlivost pii detekci metastaz (Gabriel et al. 2007; Hofmann et al. 2001).
Navic ®Ga je produkovano %Ge — ®Ga generatorem, coz umoznuje jeho vyrobu a pouziti i
v laboratofich, které nemaji pfistup k cyklotronu. Pouziti generatoru je také vhodné kvili
kratkému polocCasu %Ga, které &ini 68 min (Breeman a Verbruggen 2007). Maximalni energie
B" slozky tohoto zafeni je 1,92 MeV (Asti et al. 2008).

Mezi dalsi radiokovy, jejichz vyuziti pro formulaci receptorové specifickych
radiopeptidii je v sou¢asnosti zkoumano, patti **Cu. Polo¢as pfemény tohoto radiokovu je
12,7 h. Radionuklid emituje zafeni B* o energii 0,653 MeV a B s energii 0,579 MeV, coz
umoziuje jak pouziti pro zobrazovani pomoci PET, tak piipadné i cilenou radioterapii. Pfi
porovnani  piipravki  '"In-DTPA-oktreotidu a  ®Cu-TETA-oktreotidu  (TETA;
1,4,8,11-tetraazacyklododekan-1,4,8,11-tetraoctova kyselina) se ukéazalo, ze druha sloucenina
ma vyssi citlivost pii zobrazovani neuroendokrinnich nddorti, coz je ale ¢astetné dano také
vy§3i citlivosti PET pouzivané pro **Cu neZ SPECT zobrazovani, které bylo pouzito u '''In
(Anderson a Ferdani 2009). Diky polocasu radioaktivni pfemény je mozné tento radionuklid
distribuovat zmista vyroby v cyklotronu do lokdlnich center nuklearni mediciny
s akceptovatelnou ztratou aktivity. Vazba **Cu k peptidu je diky dobfe prostudované
koordina¢ni chemii mozna s vyuzitim velké fady chelata¢nich molekul, coz poskytuje Siroky

prostor pro aplikaci tohoto radiokovu v nukledrni medicin€.
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Tab. 2. Pfehled radionuklidli pouzivanych ke znaceni receptorové specifickych peptidi.

Radionuklid | Polo¢as Maximalni Maximalni Aplikace
energie dosah
(nm)
9mpe 6,0 h v 140 KeV - Diagnostika
18 1,8h B" 0,6 MeV 3000 Diagnostika
2] 13,2h v 159 KeV - Diagnostika
%Ga I,lh B" 1,9 MeV 2000 Diagnostika
%Cu 12,7h B 0,7 MeV 3000 Diagnostika/terapie
B 0,6 MeV
" 67,2 h vy 245 KeV - Diagnostika/terapie
"Lu 160,8 h B 0,5 MeV 1800 Terapie
oy 64,1 h B 2,3 MeV 11300 Terapie
2BBj 45,6 min o 8,4 MeV 48 Terapie

2.3.2. Vazba radionuklidii pomoci bifunkc¢nich chelatacnich Cinidel

U tak malych slouc€enin, jako jsou peptidy, mize znaceni radionuklidem vyznamné
ovlivnit vazebnost radiopeptidu na receptor a jeho metabolismus v organismu. Z téchto
divodi je tedy vybér radionuklidu a zpisob jeho pfipojeni k peptidu klicovy. Navazani
radionuklidu nesmi byt v oblasti vazebného mista pro receptory a nesmi ani ovlivnit
biologickou aktivitu peptidu. Tyto podminky fesi v ptipadé kovovych radionuklidi pouziti
bifunkcnich chelatacnich Cinidel, ktera jsou na jedné stran¢ kovalentné vazana na peptidovy
fetézec, azaroven tvoii komplex sradiokovem pomoci funkcénich skupin, jako jsou
karboxylova, esterova, isothiokyandtova ¢i maleimidova. Dilezitou vlastnosti bifunkcnich
chelata¢nich ¢inidel je schopnost védzat radiokov s vysokou stabilitou in vivo s cilem, aby
dochazelo pouze k minimalnimu uvoliovani a ndslednému ukladani volného radiokovu ve
zdravych tkéanich. V poslednich letech bylo vyvinuto velké mnozstvi bifunk¢énich chelata¢nich
¢inidel, které umoznuji rychlé a pohodlné znaceni peptidii riiznymi radiokovy.

Chelatory se de¢li podle své chemické struktury na dvé skupiny — makrocyklické
a acyklické. Makrocyklické chelatory jsou kineticky stabilngjsi. Ke koordinaci kovu
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nepotiebuji dalsi upravu, protoze maji presné danou stabilni geometrii, kde je jiz vytvoieno
vazebné misto pro radiokov. Acyklické chelatory naproti tomu musi podstupovat vice
zasadnich zmén ve své geometrii, aby byla mozna vazba donorovych skupin na kovovy
kationt. Jejich vyhodou je schopnost kvantitativné vazat radiokov za méné nez 15 min pfi
teploté¢ mistnosti, ¢ehoz se vyuzivd pii znaceni termolabilnich peptidi a pii praci
s radionuklidy s kratkym polo¢asem premény. Vznikly komplex je ale méné termodynamicky
stabilni a v in vivo podminkach mtze dochéazet k uvolnéni radiokovu, coz mtze byt zdrojem
nezadoucich uc¢inkt (Price a Orvig 2014). Tradi¢ni slouceninou, ktera je vyuzivana pro
chelataci radiokovl je diethylentriaminpentaoctova kyselina (DTPA) (obr. 11), kterd je

vyuzivana predeviim pro znaleni radiofarmak **™Tc.

DTPA
(U\OH

Obr. 11. Chemicka struktura acyklického chelatoru DTPA.

V piipadé makrocyklickych chelatort je pii pfipravé komplexu pro reakci
s radiokovem nutné zahtati na 60-90°C a to na dobu 30-90 min. Vznikly komplex je vSak
termodynamicky stabiln€jsi v in vivo podminkach. Tento typ chelatort je v klinickych
podminkach pouzivan vice nez acyklické chelatory a dnes mezi né patii velké mnozstvi
sloucenin. Velmi vyznamnym chelatorem, ktery byl pouzit pro znaceni fady biologickych
molekul, patfi 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina (DOTA). DOTA
je jednim z nejpouzivanéjSich makrocyklickych chelatort (viz obr. 12). Vyznacuje se
vyjimecnou stabilitou vzniklého komplexu s radiokovem in vivo a umoznuje vazbu napf.
", °%Y, 2 Ac & *'*'Sc. Pro chelataci '""Lu v biomolekulach se pouziva DOTA jako témé&k
vyhradni cheldtor, o cemz svéd¢i fada preklinickych a klinickych studii (Bison et al. 2014b;
Cihlo et al. 2008; Cwikla et al. 2010).

K novéj§im cheldtorim s moznym dalSim wuzitim pro znafeni radiokovy
v radioafarmacii lze pocitat 3, 6, 9, 15-tetraazabicyklo [9.3.1]-pentadeka-1(15), 11, 13-trien-3,
6, 9-trioctovou kyselinu (PCTA). PCTA byla plvodné syntetizovana jako potencialni

kontrastni latka pro zobrazovani pomoci magnetické rezonance (Kim et al. 1995). Nasledné
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bylo zjisténo, Ze vykazuje mnohem rychlejsi reakéni kinetiku s *Ga a **Cu nez DOTA a
vznikly komplex je stabilngjsi. Komplex ®*Ga-PCTA se navic méné kumuloval v ledvinach
(Ferreira et al. 2010). Piehled chelata¢nich skupin pouzivanych pro znaceni receptoroveé

specifickych peptidi radiokovy zobrazuje tab. 3.

DOTA PCTA ’ X
HO,G— 7 ,—COH N”
[ ] PR
- Ho” ()

HO,C—" "/ “—COH

Obr. 12. Chemicka struktura chelatort DOTA a PCTA.
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Tab. 3. Prehled chelatori pouzivanych pro znaceni receptorove specifickych peptidii radiokovy.

Radionuklid | Chelator Aplikace

#me 2-hydrazinnikotinova kyselina, mercaptoacetyltriglycin, Diagnostika
diamindithiol

1S N-succinimidyl-4-["*F]fluorobenzoat Diagnostika

2] N-succinimidyl-3-jodobenzoat, N-succinimidyl-5-jodo- Diagnostika

3-pyridinkarboxylat

%Ga NOTA, DOTA Diagnostika

%Cu TETA, DOTA, NOTA Diagnostika/terapie
" DTPA, DOTA Diagnostika/terapie
"Ly DOTA Terapie

0y DOTA Terapie

*BBj DOTA Terapie

DOTA = 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina
DTPA = dietylentriaminpentaoctova kyselina

NOTA = 1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-trioctova kyselina

TETA = 1,4,8,11-tetraazacyklododekan-1,4,8,11-tetraoctova kyselina

2.4. Farmakokinetické aspekty vyuziti radiopeptidu
2.4.1. Biodistribuce a eliminace radiopeptidi

Radioaktivné znaCené receptorové specifické peptidy jsou do téla aplikovany
parenteralné. Obecné se vétSinou vyznacuji rychlou distribuci a krevni clearanci. V disledku
rychlého vyluCovani ledvinami v organismu pfetrvava jen velmi malé mnozstvi peptidu
(Cremonesi et al. 2010; Dijkgraaf et al. 2007). O metabolickych pfeménach radiopeptidii

existuji pouze omezené informace.

Zékladnim pozadavkem na distribuci peptidu je vysokd vazebnost a specificky
pienos do mist s receptory, piedev§im v oblasti nadoru, zatimco nespecifické vychytavani
peptidu v dalSich castech téla zistdva nizké. Pro receptorové zprostiedkovanou terapii je také
dalezité, aby po navazani radiopeptidu k receptoru dosSlo k internalizaci celého ligand-
receptorového komplexu do nadorové bunky. Ptijem radiopeptidu nddorem zalezi nejen na
afinité peptidu k receptoru, ale i na farmakokinetickych vlastnostech peptidu a chelatovaného

nuklidu (Liu a Edwards 2001). Pfirozené peptidy vykazuji k receptorim vysokou afinitu, ale
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jejich biologicky polocas se pohybuje v fd&du minut (Susini a Buscail 2006). Je tedy Zadouct,
aby syntetické peptidy mély vazebnost pokud mozno jesté vyssi, ovSem s delSim biologickym
polocasem (Langer a Beck-Sickinger 2001). Tato vlastnost zajiSt'uje nejen dobré zobrazovaci
moznosti, ale snizuje 1 radiacni zaté€z pacienta a nezadouci U€inky. Kritickymi organy, které
limituji velikost podané davky, jsou pfedevsim ledviny a kostni dfeni (Fani et al. 2012).

Z vySe uvedeného tedy vyplyva, ze zakladnimi dulezitymi farmakokinetickymi
charakteristikami radioapeptidu, které predurcuji jeho dalsi vyuzitelnost, jsou mira kumulace
v cilové nadorové tkani, rychlost eliminace zkrve a retence v necilovych organech.
Ve farmakokinetickych studich se proto zpravidla stanovuji poméry radioaktivity v nadorech
vuci krvi a viaci necilovym organtim jako jsou jatra, ledviny, kostni dien aj. ZvIlasté dilezitym
parametrem je uradiopeptidit kumulace a retence v ledvindch, nebot’ mocova exkrece je
u vétSiny radiopeptida zakladni exkrecni cestou (Okarvi 2008). Vysoké expozice ledvin viici
vyluCovanym radiopeptidim miize vést kakumulaci radioaktivity v ledvinach
a radiotoxickému poskozeni (Cwikla et al. 2010; Vegt et al. 2010a). Posouzeni miry
a mechanismi ledvinné akumulace je proto jednim ze zdkladnich testi u vyvojovych
radiopeptidi. Lipofiln€jsi radiopeptidy mohou byt vyznamné vylucovany 1 jatry (Laznicek et
al. 2002a). Takové¢ latky jsou ovSem pro scintigrafické zobrazovani ponckud nevyhodné,
protoze radioaktivita vyluCovana jatry muze vyznamné interferovat se zobrazenim cilovych

1ézi v abdominalni oblasti.

Receptorové specifické radiopeptidy mohou by podobné jako ostatni peptidy
v organismu rozkladany pomoci peptidaz, coz vede ke Stépeni peptidového fetézce a tvorbé
metabolith. PfestoZze je metabolicka stabilita fady receptorové specifickych analogt
ve srovnani s ptivodnimi pfirodnimi peptidy mnohem vyssi (Akizawa et al. 1998; Behr et al.
1999, urc¢itou miru metabolismu lze ocekavat ve vSech ptipadech. U mnoha radiopeptidi
dochazi pravdépodobné k tvorbé kratSiho St€pu spojeného s chelatujici ¢asti a s chelatovanym
radionuklidem. Piedstavu o mistech enzymatického Stépeni peptidového tetézce
somatostatinovych derivati mohou poskytnout napi. tdaje o zpisobu Stépeni SST (obr. 13).
Komplexnéjsi udaje o St€peni SST analogii konjugovanych s chelatory vSak chybéji. Finalnim
metabolitem muze byt u n¢kterych radiopeptidit konjugat komplexujici ¢asti s radionuklidem,
ktery je spojeny s posledni aminokyselinou (Akizawa et al. 1998; Akizawa et al 2008). Mezi
mista zodpovédnd za degradaci radiopeptidii a tvorbu metabolitli v organismu patii jatra,

ledviny, plazma nebo nadorova tkan (Bass et al. 1998; Ocak et al. 2011), ale ptredpoklada se i

prispéni dalSich organii a tkani. Vznikl¢ metabolity pak mohou byt navic distribuovany
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do dalsich ¢asti téla. Piestoze jsou ledviny mistem vzniku téchto radiometaboliti (Akizawa et
al. 2008; Ocak et al. 2011), mohou byt i moZznym mistem plsobeni radiometaboliti
uvolnénych zjater ¢i nadorovych bunék. Informace otom, jak mohou byt metabolity
radiopeptidl transportovany z krve nebo moci do tkani vSak nejsou dostupné.

Ptredpokladand kliCova mista enzymatického Stépeni molekuly SST zobrazuje

obr. 13.
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Obr. 13. Mista enzymatické degradace somatostatinu 14 (Okarvi 2008).

Nizka in vivo stabilita v disledku vysoké miry biodegradace je hlavnim problémem
ve vyvoji radioaktivné znacenych CCK/gastrinovych analogli. Po enzymatickém odstépeni
ektoenzymy, lokalizovanymi na povrchu bunck, u téchto latek navic hrozi oxidace
methioninového zbytku, kterd vyusti ve ztratu vazebnosti na receptor. NejcCastéjSimi misty
Stépeni byla vin vivo testech se sérii CCK/gastrinovych analoghi vazba mezi koncovou
aminokyselinou a Asp. Dalsi citlivé vazby se nachazely mezi aminokyselinami Met-Asp a
Tyr-Gly. Findlnim metabolitem se stal peptid s koncovou aminokyselinou Gly po piredchozim
odstépeni Tyr. Vazba mezi cheldtorem s navazanym radionuklidem a prvni aminokyselinou
nebyla Stépena v zadném pripad¢ (Ocak et al. 2011). Mista Stépeni peptidového fetézce
gastrinovych analogli jsou zobrazena na obr. 14. Pfi in vivo testech nebyl 10 min po aplikaci
gastrinovych analogii mySim v jejich moc¢i detekovan zadny intaktni peptid. Stale ale neni
presné znamé, ktery enzym je za Stépeni CCK/gastrinovych analogii zodpovédny. Nekteré

studie vSak ukazuji na neutrdlni endopeptidazu 24.11 (Pauwels et al. 1989).
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MGO DOTA-DGlu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr\l/Gllerp-Met-AsplPhe-NH2

Sargastrin DOTA—Gln-Gly—Plro—Trp-Lcu-Glu—Glu-Glu—Glu-Glu-Ala—TyriGllerp-Nlc-Asp-Phc—NH2

MG11 DOTA-DGlu-Ala-TyriGllerp—Met-AspiPhe-NHZ

Obr. 14. Mista $tépeni gastrinovych analogl v séru in vitro (Ocak et al. 2011).

2.4.2. Ledvinna kumulace radiopeptidii a souvisejici rizika

V lidském ledvinném glomerulu se denn¢ ptefiltruje zhruba 180 1 plazmy, ze které
vznikne ultrafiltrat vstupujici do proximalnich tubuli. Rozsah filtrace urcuje velikost latky,
naboj a jeji vazebnost na proteiny. VéEtSina radioaktivné znacenych peptidii neni vazana
na proteiny a maji velikost mensi nez 12 kDa, jsou tedy zplazmy efektivné filtrovany
glomerularni filtraci do ultrafiltratu. Pies 99 % filtrované vody a velka ¢ast rozpusSténych latek
je v proximalnim tubulu znovu reabsorbovana zpét do krevniho fecCisté. Zde se reabsorbuje
1 velka ¢ast peptidii a proteinii. Mechanismus transportu peptidii v ledvinnych tubulech jeste
stale neni plné¢ popsan, avSak je zndmo, ze radioaktivni peptid se kumuluje piedevsim
v korové Casti ledvin, kde ptislusny radionuklid mize ozafovat pomérné vysokymi davkami
okolni tkan, coz muze vést k radiotoxickému poskozeni a finalné az k selhani ledvin (Cwikla

et al. 2010).

Po filtraci v ledvinnych glomerulech dochazi k navazani radiopeptidii na povrchovou
strukturu membran tubuldarnich bunék proximalnich tubult. Dle dosavadnich znalosti se
peptid nasledné¢ dostdva spolu sreceptorem do intracelularniho prostoru endocytarnim
mechanismem - vchlipenim plazmatické membrany. Intraceluldrni méchytky, zvané
endozomy, jsou rychle acidifikovany a v prostiedi o nizkém pH dochazi k uvolnéni ligandu
z receptoru. Receptor se vraci zpét na plazmatickou membranu, zatimco ligand zstava uvnitt
jiz vzniklého lysozomu (Vegt et al. 2008). Vlivem lysozomalnich enzymi je molekula
radiopeptidu hydrolyzovana a vznikl¢ aminokyseliny jsou uvolnény zpét do krevniho fecisté.
Chelator s navazanym radionuklidem a zbylymi aminokyselinami zlstavaji zachyceny uvnitt
lysozomu diky naboji molekuly a jsou jen pomalu uvoliovany ven (Christensen a Gburek

2004). Schematické znazornéni tohoto mechanismu je uvedeno na obr. 15.
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Pii studiu metabolismu '''In-DTPA-DPhe-oktreotidu v ledvinach se ukazalo, Ze
po aplikaci byla radioaktivita zachycend v lysozomech ledvin tvofena zvice jak 96 %
finAlnim metabolitem '''In-DTPA-DPhe. Pf z4mé&n& aminokyseliny DPhe za LPhe
v molekule DPhe-oktreotidu ztstal jako finalni metabolit opét jednoaminokyselinovy
chelatovany zbytek - '''In-DTPA-LPhe. Ackoliv ob& latky vykazovaly po in vivo aplikaci
stejnou distribuci, rychlost metabolické pfemény byla riizna. Obé latky se navic liSily i
mnozstvim radioaktivnich meziproduktti, jez pii metabolismu vznikaly. Oktreotid obsahujici
LPhe prochazel mensim mnozstvim meziproduktii, nez D-aminokyselinovy analog. I pfes
znacné rozdily v rychlosti metabolismu bylo mnozstvi radioaktivity detekované v ledvinach u
obou peptidii témét shodné a intaktni peptid tvotil vice jak 85 % radioaktivity nalezené
v mocCi (Akizawa et al. 1998). Hypotézu, Zze po metabolizaci chelatovaného SST analoga
vznikd jednoaminokyselinovy zbytek snavazanou chelatacni skupinou potvrzuje i1 studie
provedend s '''In-DTPA-Met-oktreotidem, kde findlnim metabolitem zachycenym

v lysozomech ledvin byl '''In-DTPA-Met (Akizawa et al. 2001).
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Obr. 15. Schematické znazornéni resorpce a metabolismu proteinti v bunikach proximalniho tubulu

ledvin (pfevzato z Behr et al. 1998).

Ledvinna kumulace je dilezitd pfedevsim u radioterapie pomoci peptidi znacenych

17

Y a ptipadnd i """Lu (Kunikowska et al. 2011). Vys3i pravd&podobnost poskozeni, byla

zaznamenana u diabetika, hypertoniki, starSich pacientd a lidi s ledvinnymi abnormalitami.
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Celkovou davku radioaktivity u téchto rizikovych skupin je doporuceno snizit na maximalné
28 Gy, zatimco u jinak zdravych jedincti se mtize pohybovat kolem 40 Gy (Bodei et al. 2008;
Valkema et al. 2005).

NeZadouci ledvinna kumulace miize byt caste€né zmirnéna soucasnym podavanim
infuze aminokyselin (lysin, arginin), coZ sniZzi kumulaci peptidii zhruba o 35 %. Bylo zjiSténo,
ze predevsim vysoké davky aminokyseliny lysinu snizuji retenci radioaktivity v ledvinach.
Davka lysinu je vSak limitovana kvili hrozici hyperkalémii (Rolleman et al. 2003; Vegt et al.
2008). Mechanismus inhibice kumulace peptidli lysinem je vysvétlovan vazbou pozitivné
nabitého lysinu na negativn€ nabitd mista membrany bunék ledvinnych tubuli (de Jong et al.
1996; Behr et al. 1998). Timto negativné nabitym mistem milze byt i endocytarni receptor
megalin, coZz potvrzuje studie provedena autory Vegt et al. (2008), kdy doSlo ke sniZeni
vychytavani oktreotidu v ledvinach potkana pomoci frakcionovaného albuminu.

Dalsi moznosti, jak snizit nezadouci ledvinny zachyt, je aplikace gelofusinu, zelatiny
modifikované kyselinou jantarovou, kterd se ve formé 4% fyziologického roztoku pouZziva
jako krevni néhrazka. Jeji vyhodou jsou témét nulové nezadouci G¢inky a navic umoziuje
1 kombinaci s lysinem, ¢imz je ledvinna kumulace dale snizena (Rolleman et al. 2008; Vegt et
al. 2000).

Nejnovejsim testovanym pristupem je snizeni ledviného uptake aplikaci vychytavace
volnych radikalti — amifostinu. Jeho pouziti v PRRT je zatim pouze na neklinické urovni
(Melis et al. 2012). Amifostin snizoval jak radia¢ni poskozeni, tak celkovou davku
radioaktivity absorbovanou ledvinami. Mechanismus protekce ledvin amifostinem vSak neni
zcela vyjasnén. K inhibici radia¢né indukované nefrotoxicity ptispéla dostatecné vysoka
koncentrace aktivniho metabolitu amifostinu v ledvinach, kterda ma radioprotektivni ucinek,
ale tento metabolit mohl také pusobit jako kompetitor pii endocytéze oktreotidu, ktera je
zavisla na naboji. Vlivem pozitivné nabité¢ aminokyseliny lysinu, ktera je na N-konci fetézce
metabolitu amifostinu, miize dojit k vazbé na negativné nabitd mista membrany ledvinnych
tubuld podobné, jako bylo popsano v piipad¢ inhibice kumulace radiopeptidii lysinem (Melis

et al. 2009; Rolleman et al. 2008).
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2.5. Transportni mechanismy potencialné odpovédné za transport

radiopeptidi v ledvinach

Béhem pomérné intenzivniho zkoumdéni problematiky akumulace radiopetidii
v ledvindch bylo zjisténo, ze na reabsorpci peptidi z moci se pravdépodobné podili
megalinovy receptorovy systém pro aktivni endocytozu (de Jong et al. 2005a). Tento receptor
vSak pravdépodné neni jedinou transportni cestou, kterou mohou radiopeptidy vstupovat
do tubularnich bunék a akumulovat se v nich (Melis et al. 2007). Protoze je v soucasné dob¢
znamo velké mnozstvi transportérti exprimovanych v proximalnim tubulu ledvin, které
vzajemn¢ spolupracuji a zajiStuji vstup a vystup latek pres bunécnou membranu, je
nasledujici Cast prace veénovana popisu transportnich systémii v této oblasti nefronu.
Vzhledem k rozsahu této problematiky a s ohledem na zaméfeni prace se nasledujici text
soustied’uje predevSim na popis zakladnich charakteristik transportnich mechanismt, které
mohou byt potencidlné zodpovédné za transmembranovy transport radiopeptidi a jejichz

zkoumanim jsme se zabyvali.

2.5.1. Aktivni endocytoza prostiednicvim megalinu

Megalin je membranovy glykoprotein o hmotnosti 600 kDa, ktery je fazen do rodiny
LDL lipoproteinil. Diive byl oznaovan jako gp300, ale dnes se Castéji oznacuje jako LRP2.
Strukturu tvoii jedna mala transmembranovd doména a obrovské extracelularni doména. Tato
doména, odpovidajici za funkce receptoru, se miize vazat k chaperonu oznaCovanému jako

receptor associated protein (Christensen et al. 2012).

Exprese megalinu je v zasadé¢ omezena na epitelidlni bunky, konkrétné na jejich
apikalni povrch. Pouze v urcitych podminkéach, danych ptitomnosti specifického ligandu,
dojde po internalizaci receptoru namisto jeho vraceni zpét k transcytdze na opacnou stranu
buniky. Tento mechanismus je vyuzivan napf. k pfenosu thyreoglobulinu a nejznaméjsiho
substratu megalinu — albuminu (Russo et al. 2007). Vyskyt megalinu byl zaznamenan v CNS
a smyslovych organech — vnitinim uchu a oku. Diky expresi v CNS a typu jeho substratli se
podili naregeneraci a pfezivani neuroni v centralnim a perifernim nervovém systému
(Marzolo a Farfan 2011). Megalin je také ptfitomen v plicich, §titné zlaze, ptivésku varlete,
d€lozni sliznici, mlécné zlaze, Zlucniku, tenkém stfeve, placenté (Christensen a Birn 2002;
Lundgren et al. 1997). OvSem v nejvyssi mife je exprimovan v proximalnim tubulu ledvin na

kartaCovém lemu a endocytarnich vaccich, ¢astecné je téz ptitomen v lysozomech a detekovan
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byl i v podocytech (Prabakaran et al. 2011). Na povrchu membrany je ve formé jamek,
vystlanych klathrinem a ¢ast se nachdzi i na mikroklcich. Megalin ma zasadni vyznam pro
aktivni endocytozu v epitelidlnich bunikach proximalnich tubult ledvin. Zajistuje reabsorpci
témet vSech proteinti filtrovanych v glomerulech a sekretovanych buitkami proximalniho
tubulu. Ptiklady jeho endogennich substrati uvadi tab. 4. V ledvinnych buiikach megalin
Casto spolupracuje s dal§im receptorovym membranovym proteinem - kubilinem, ktery nema
transmembranovou a intracelularni doménu, a endocytarni funkci ziskavd po interakci s

megalinem (Kozyraki et al. 2001).

Mechanismus transportu radiopeptidi megalinem byl vSak zatim zkouman pouze
u dvou SST peptidl, neurotensinu, exendinu a jednoho MG (Barone et al. 2005; Vegt et al.
2011; de Jong et al. 2005a; Melis et al. 2005). V téchto studiich byly radiopeptidy podavany
invivo, a exvivo byla prokdzana kolokalizace radioaktivniho peptidu a histochemicky
oznaceného megalinu (de Jong et al. 2005a; Vegt et al. 2011). Soucasné¢ byla
potvrzena inhibice ledvinného uptake radiopeptidii in vivo podanim D-lysinu a maleatu
sodného (Melis et al. 2005). V literatute existuje jedind in vitro studie se SST radiopeptidem,
ve které byly k prukazu transportu radiopeptidu megalinem pouzity inhibitory megalinu a
model bun¢k vacice (Barone et al. 2005). Tato studie vSak zkoumala pouze uptake DTPA-

DPhe-oktreotidu.

Ptestoze byl transport radiopeptidi megalinem v uvedenych studiich potvrzen,
nepodafilo se nikdy retenci radiopeptidii v ledvinnych buiikdch pomoci inhibice megalinu
snizit o vice jak 50-60 %. V téchto studiich byly pouzity jak knockoutované mysi
s modifikovanou expresi megalinu, tak cela fada inhibitori megalinu (Melis et al. 2005). Na
zaklad¢ téchto vysledkd se proto predpokladd, ze na akumulaci a retenci radiopeptidii
v ledvindich mohou mit vedle megalinu ucast 1 dal§i transportni mechanismy. Pfesny
mechanismus pienosu megalinem neni do znacné miry objasnén, bylo vSak zjiSténo,
ze radioaktivné znaCené peptidy se v ultrafiltrdtu vazou k endocytdrnim receptorim
na lumindlnim povrchu bunék proximalniho tubulu. Poté dojde k vychlipeni plazmatické
membrany dovnitf a k tvorbé klathrinem obalenych vackt a &asnych endosomi. Casné
endosomy splynou s pozdnimi, ve kterych kyselé pH zpuasobi disociaci ligandu z receptoru.
Peptidy jsou zde proteolyticky degradovany na aminokyseliny (Christensen a Gburek 2004),
které jsou transportovany zpét do krevniho fecCisSté. AvSak koncovd aminokyselina, chelator
a predevSim navazany radioaktivni zafi¢, ziistavaji uvnitt lysozomu a poskozuji tak ledvinné

tubuly a glomeruly radiacni zatézi (Akizawa et al. 2001) (viz téz Cast 2.4.2.).
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Tab. 4. Ptiklady endogennich substratti megalinu (modifikovano z Marzolo a Farfan 2011).

Albumin
a-amylaza
Angiotensin

Apolipoprotein B, E, H, J, M

Aprotinin

Ca**

Koagula¢ni faktor VIII
Rustovy faktor pojivové tkané
Cytochrom C

Epidermalni riistovy faktor

Hemoglobin

Inzulin
Laktoferin
Leptin

Lipoproteinova lipaza

Protein vézajici mastné kyseliny

v jatrech
Metalothionein
Mikroglobulin oy,
Myoglobin
Parathormon
Plasminogen

Inhibitor aktivatoru plasminogenu 1

Polymyxin

Prolaktin

Prourokinaza

faktor

Rekombinantni  aktivacni

Vlila

Retinol vazajici protein

Selenoprotein P

Sexualni hormony vazajici globulin
Thyreoglobulin

Transkobalamin

Transthyretin

Vitamin D vazajici protein

2.5.2. Fluidni endocytéza

Fluidni endocytdza patii do skupiny transportnich mechanismt souhrnné nazyvanych
jako endocytdza nezavisla na klathrinu. Tento transportni proces, oznaCovany také jako
makropinocytoza, pienasi do builkky vétSinu tekutin a membran. Podili se na bunécné
signalizaci, motilité, a bunééném rastu. Schopnost endocytovat poskozenou ¢ast membrany je
zasadni pro bunécné preziti. Je regulovana bunécnou hustotou, polarizaci ale i mnozstvim

dalSich bunécnych signaliza¢nich cest a je fizena aktinem (Kerr a Teasdale 2009).

Zahajeni procesu makropinocytdézy je spojeno s aktinem zprosttedkovanym
zvlnénim membrany a jejim vychlipenim (Kerr a Teasdale 2009). Nasledné dojde k tvorbé
relativné velkych vacki, nesoucich extracelularni tekutinu a soucasti, které se nachéazejici na
vychlipené membrané (Sandvig et al. 2011). Z vacki jsou tvoieny Casné endosomy a proces
je dale identicky, jako u receptorové zprostiedkované endocytdzy napi. megalinem.
Mechanismus je podobny fagocytoze, ale na rozdil od ni neni potfeba navazani kontaktu

s internalizovanym materialem.

Makropinocytoza je zavisla kromé aktinu na cholesterolu a racl, a vyzaduje aktivitu

Na'/H" vyméniku (Kerr a Teasdale 2009). Tento transport je substratové znaéné nespecificky



36

a hraje roli vreabsorpci proteinii a peptidi v proximalnim tubulu. OvSem kapacita této
transportni cesty je mnohem nizsi nez receptory zprostiedkované endocytozy (Schwegler et

al. 1991).

Vyznam endocytézy pro transport peptidli je stile diskutovan a testovan pomoci
fluorescenéné znafenych substratii ¢i inhibitort endocytézy. Vysledky tucast endocytozy
potvrzuji (Lundberg et al. 2003), ale vzhledem k problematice testovani neni dosaZeno
jednotného konsenzu a dosud nebylo stanoveno do jaké miry a jakym mechanismem se tato
cesta na pfenosu proteint podili (Lundberg et al. 2003; Richard et al. 2003). Makropinocytdza
je potvrzena jako transportni cesta pro bunky prostupujici peptidy, kam se fadi
napft. transkripéni — transaktivacni protein HIV-1 (Deshayes et al. 2005). Tyto peptidy
obsahuji kolem stovky aminokyselin a jejich spolecnym znakem, ktery vSak neni podminkou,
je relativné vysoky pocet pozitivné nabitych aminokyselin lysinu a argininu ve struktufe
peptidu. Naboj kationického peptidu jim umoZiluje vysoce interagovat s negativné nabitymi
misty na plazmatické membrané. Prostup bunéc¢nou membranou neni zavisly na typu bunky, a
tak tyto peptidy skytaji potencial pro pfekondvani biologickych bariér (Jones 2007).

Fluidni endocyt6za jako pravdépodobny mechanismus pfenosu somatostatinovych
analogi byla zvazovana v in vitro studii s OK builkami inkubovanymi
s ''"In-DTPA-DPhe-oktreotidem. I p¥i pouZiti riznych inhibitort blokujicich pienos peptidi
megalinovym systémem dochazelo ke kumulaci radiopeptidu v OK bunkach. Hladina
detekované radioaktivity v pfitomnosti inhibitori megalinu odpovidala urovni fluidni

endocytézy métené vychytavanim luciferazové Zluti, ukazateli fluidni endocytozy (Barone et

al. 2005).

2.5.3. SLC a ABC transportéry proximalniho tubulu ledvin

V oblasti proximalniho tubulu ledvin je lokalizovana fada membranovych
transportérit z dvou velkych nadrodin oznacovanych jako SLC (solute carrier) a ABC (ATP-
binding casette) transportéry. Tyto transportéry tvoii slozity transportni systém zajisSt'ujici
sekreci a reabsorpci endogennich a exogennich latek. Prestup latek typu slabych kyselin ¢i
bazi ptes basolatelarni membranu, probiha prostiednictvim transportérti pro organické anionty
(OAT) 1-3, transportérii pro organické kationty (OCT) 1-3 a polypeptidickych transportért
pro organické anionty (OATP). Néasledné mohou efluxni transportéry na apikalni strané

tubularnich bunék, jako je MRP (multidrug resistance protein), BCRP (breast cancer
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resistance protein), transportér MATE (multidrug and toxic compound extrusion transporter) a
MDR (multidrug resistance protein) secernovat latky z bunék do moci (obr. 16). Souc¢innosti
transportérii na basolateralni a apikalni membrané je zajiSténa aktivni sekrece latek z krve do
moce. Nékteré typy OAT jsou exprimovany ina apikalni strané bunck tubulu, kde napf.
s transportéry pro peptidy PEPT (peptide transporters) zprostiedkovavaji reabsorpci latek
z moci zpet do bun€k tubulu a néasledné do krevniho fecisté (obr. 16) (Klaassen a Aleksunes
2010). Schéma lokalizace a funkce dulezitych SLC a ABC transportéri v ledvinach je

znazornéna na obr. 17.
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Obr. 16. Membranova lokalizace SLC a ABC transportérii v proximalnim tubulu ledvin

(OATP = organic anion polypeptide transporter, OCT = organic cation transporter, OAT = organic
anion transporter, URAT= urate transporter, PEPT = peptide transporter, MRP = multidrug resistance-
associated protein, MATE = multidrug and toxin compound extrusion transporter, P-gp =

P-glykoprotein, OCTN = organic cation transporter, novel (modifikovano z Giacomini et al. 2010).
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Tato velk4 nadrodina transportérti zahrnuje necelych 400 ¢lenti seskupenych do 52
rodin (SLC1-SLCS52) v zavislosti na jejich struktufe a biologické funkci. Jsou to z velké ¢asti
influxni transportéry, ackoliv u nékterych byl popsan obousmérny pirenos (influx i eflux)
(Klaassen a Aleksunes 2010). SLC transportéry vyuzivaji rozdil v membranovém potencidlu a
uloZenou energii ve form¢ koncentratniho gradientu, jako svou hnaci silu (He et al. 2009).
Transportéry této nadrodiny maji dilezitou roli v mnoha bunécnych funkcich a casto
kooperuji s dal§imi skupinami proteinti, jako jsou receptory, enzymy a dalSi transportéry
(Schlessinger et al. 2013). SLC transportéry ptenaSeji rizné endogenni substraty, exogenni
toxiny a lé¢iva. Proto mohou mit diilezitou roli pti rozvoji patologickych stavi a 1é€bé nemoci
(Abdulhussein a Wallace 2014). Velky vyznam maji tyto transportni proteiny pro
farmakokinetiku 1€¢iv, protoze u fady l1é¢iv vyznamné determinuji jejich absorpci, distribuci

a/nebo eliminaci.

Rodina SLC22 zahrnuje 13 funkéné charakterizovanych membranovych proteint,
jejichz spole¢nym znakem je 12 a-helikdlnich transmembranovych domén. Do této rodiny
patii transportéry pro organické kationty (OCT), transportéry pro organické
zwitterionty/kationty (OCTN) a transportéry pro organické anionty (OAT). Transportéry

pracuji jako jednosmérné pienasece zprostredkujici usnadnénou difuzi (OCT, OCTN), ménice
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iontd (OAT) a kotransportéry Na'/zwitteriont (OCTN). SLC22 transportéry se podili na
absorpci latek véetné 1€Civ v tenkém stieve, a na exkreci latek ledvinami a jatry. Jsou vsSak i
soucasti systéma pro udrzovani homeostazy v mozku a srdci (Koepsell 2013). Ptehled
vyznamnych transportéra patficich do rodiny SLC22 s prokazanou expresi u ¢lovéka uvadi

tab. 5.

Tab. 5. Exprese transportérd ze skupiny SLC22 v organech a tkanich ¢lovéka (modifikovano z

Koepsell 2013 a Wang a Sweet 2013).

Symbol Jméno | Tkanova distribuce a buné¢na exprese

lidského proteinu

genu

SLC22A1 OCT1 Jatra, tenké stfevo, ledviny, plice, kosterni svalstvo, mozek, tukova tkan,
buniky imunitniho systému

SLC22A2 OCT2 Ledviny (bazolateralni membrana proximalniho tubulu), tenké stfevo,
plice, placenta, mozek, vnitini ucho

SLC22A3 OCT3 Srdce, kosterni svalstvo, mozek, tenké stievo, jatra, plice, ledviny,
mocovy méchyt, mlééné zlazy, kozni cévy

SLC22A4 OCTNI1 Ledviny, stfevo, slezina, srdce, kosterni svalstvo, mozek, mlécné Zlazy,

prostata, dychaci cesty, varlata, oCi, sperma, buniky imunitniho systému

SLC22A5 OCTN2 Kosterni svalstvo, ledviny (apikalni membrana proximalnich tubull),

prostata, plice, slinivka, srdce, tenké stievo, Stitna zlaza, jatra, atd.

SLC22A6 OATI Ledviny (bazolateralni membrana proximalnich tubull), placenta, mozek
SLC22A7 OAT?2 Jatra, ledviny (bazolateralni membrana proximalnich tubuli)
SLC22A8 OAT3 Ledviny (bazolateralni membrana proximalnich tubull), mozek, kosterni

svalstvo, kost

SLC22A9 OAT7 Jatra (bazolateralni membrana)

SLC22A11 | OAT4 Ledviny (lumindlni membrana proximalnich tubuld), placenta

SLC22A12 | URATI1 Ledviny

SLC22A13 | OATI10 Ledviny, tlusté stfevo, tenké stievo, mozek, srdce
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2.5.3.1. Transportéry pro organické kyseliny ( OAT)

OAT jsou pomérné dulezitou a pocetnou skupinou SLC22 transportéri. OAT jsou
typicky lokalizovany v plazmatické membrané epitelialnich bunék proximalnich tubuld.
Nekteré formy se ovSem vyskytuji i mimo ledviny, a to napf. v jatrech, placenté, nosni sliznici
a mozkové bariéte, kde =zajiStuji specializované¢ funkce (Burckhardt 2012). Lze je
charakterizovat jako vyméniky mimobuné¢nych aniontl za vnitrobunécéné. Protoze vstup
anionti do bunky probiha proti vnitfnimu negativnimu membranovému potencialu, vyzaduje
tento proces piisun energie. OAT ji ziskavaji vyménnym mechanismem. Vyménovanym
aniontem, jenz je hnaci silou, miize byt u této skupiny transportérti laktat, zaporné¢ nabité
mastné kyseliny s kratkym fetézcem, sukcinat ¢i o-ketoglutarat. Aby bylo mozné udrzet
koncentrace téchto iontll v pozadované vnitrobunécné pievaze, jsou opéct transportovany
dovnitt  bun€k  sodno-laktatovym  kotransportérem (Gopal et al. 2004) a
sodno-dikarboxylatovym kotransportérem, ktery se na apikalni stran¢ oznacuje jako NaDCl1 a
na bazolateralni NaDC3 (Pajor 2006). Ptiklad transportniho mechanismu pro organické

anionty zprostfedkovaného OAT je znazornén na obr. 18.

Bunka ledvinového proximalniho tubulu

\

Obr. 18. Model typické transportni cesty organického aniontu v buiice proximalniho tubulu ledvin.
(OL—KG'2 = oa-ketoglutarat, ADP = adenosindifosfat, ATP = adenosintrifosfat, FD = usnadnéna
(facilitovana) difuze, NaDC3 = sodno-dikarboxylatovy kotransportér, OA™ = organicky anion, OAT =

transportér pro organické anionty (modifikovano z VanWert et al. 2010).
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OAT se fadi mezi polyspecifické transportéry, tj. maji Sirokou substratovou specifitu.
K substratiim patii fada endogennich latek a environmentélnich toxinti, které existuji ve formée
aniontu. Funkce OAT je dulezita pro udrZzeni homeostazy organismu a pii rozvoji nékterych
onemocnéni. Interindividudlni rozdilnosti v terapeutické odpovédi mohou byt dany prave
pozménénou afinitou OAT, jinou Urovni exprese ¢i umisténim, jako vysledkem dietnich ¢i
genetickych faktori (Wang a Sweet 2013). OAT jsou vyznamné i pro transport fady léciv
(diuretika, antihypertenziva, antibiotika, antivirotika, chemoterapeutika atd.), které se
pii fyziologickém pH nachdzi ve form¢ hydrofilntho aniontu. Farmakokineticke,
farmakodynamické a toxické vlastnosti substratii téchto transportéri mohou byt témito
transportnimi mechanismy zasadné ovlivnény. Negativni naboj a hydrofilni povaha latky
nejsou nutné podminkou transportu, nebot’” OAT jsou schopné transportovat i nenabité, Ci

dokonce kladné nabité latky (Ahn et al. 2009).

K mistu s vysokou expresi a dulezitou funkci OAT patii ledviny, ve kterych bylo
detekovano jiz n¢kolik zastupct této skupiny transportéri. Vedle OAT3 a OAT?2, patii mezi
hlavni OAT transportéry exprimované builkami proximalniho tubulu lidskych ledvin

predevsim transportér OAT1 (Feng et al. 2010).

Transportér OAT1

OATTI je transportér exprimovany primarn¢ na bazolatelarni membrané proximalnich
tubularnich bun¢k ledvin. Nejvyssi exprese OATI1 byla detekovana ve stiednim segmentu
ledvin. U ¢loveka se nachdzi pouze v ledvinach (Motohashi et al. 2002), zatimco u potkanii

byl identifikovéan 1 v choroiddlnim plexu mozku, kosternim svalstvu a placenté (Choudhuri et
al. 2003).

OATI pracuje jako multispecificky aniontovy vyméenovac ¢i antiportér, jehoz funkei
je prenaset latky proti koncentratnimu gradientu z krve do bun¢k proximalniho tubulu, odkud
jsou nasledné¢ transportovany do moci. Pfijem substrati do bunky je spojen s transportem
dikarboxylatu (napt. a-ketoglutaratu) ven z bunky a to po koncentracnim gradientu (Rizwan a
Burckhardt 2007). Spolu s dalSimi influxnimi (napt. OAT3, OAT4, URATI) a efluxnimi
(napt. MRP) transportéry se podili na udrzeni systémovych hladin endogennich anionickych
substratl jako je napft. kyselina mocova. Velky vyznam ma OATI jako soucést systému pro

aktivni ledvinnou sekreci 1é¢iv (Koepsell 2013).

Substratova specifita OAT1 se do velké miry prekryva s OAT3. Obecné jsou to malé,

negativné nabit¢ molekuly, kam patii antibiotika, antivirotika, diuretika, nesteroidni
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latek, které interaguji s OAT1 uvadi tab. 6. O tom, Ze negativni naboj neni absolutni
podminkou transportu pomoci OATI1 svéd¢i skutecnost, ze OAT1 mulze pienaSet i neutralni
slouceniny (napi. cimetidin), ptestoze v téchto ptipadech ma k takovym latkam nizsi afinitu
(VanWert et al. 2010). Typickym standardnim substratem pouzivanym pro in vitro testovani
OAT1 je p-aminohipurova kyselina (PAH). Pfestoze OATI1 transportuje predevSim malé
molekuly, mize se podilet 1 na transportu velmi malych peptidii. Prokdzanym substratem je
také napt. **™Tc-merkaptoacetyltriglycin (Shikano et al. 2004). Na vysoké sekreci * ™Tc-
tetrapeptidd, kterd byla prokdzana v potkani ledving, se OAT transportéry mohou téz podilet
(Trejtnar et al. (2000). Piestoze jsou radioaktivné znacené derivaty SST slouCeninami s vétsi
molekulou nez uvedené peptidy, nékteré prace podil OAT pii akumulaci radiopeptida

v ledvinnych buiikach ptipoustéji (Gotthardt et al. 2007; Melis et al. 2007).

Tab. 6. Typy sloucenin interagujicich s hOAT1 (modifikovano z Koepsell 2013).

Endogenni slouceniny a | Stfedn¢ dlouhé mastné kyseliny, a-ketoglutarat, citrulin,
sloZky potravy cAMP, cGMP, prostaglandin E,, prostaglandin F,, kyselina mocova,

sulfatované flavonoidni konjugaty, hydroxyskoticové kyseliny

Léciva Tetracykliny, acyklovir, adefovir, cidofovir, gancyklovir, tenofovir,
zidovudin, cimetidin, ranitidin, bumetanid, furosemid, ibuprofen,

indometacin, ketoprofen

Toxiny Perfluoroktanova  kyselina, = 8-metoxy-6-nitro-fenantrol|3,4-d]-1,3-

dioxolo-5-karboxylova kyselina

Inhibitory Probenecid, novobiocin, rifampicin, tenofovir

2.5.3.2. Transportéry pro organické kationty (OCT)

OCT jsou podobn¢ jako OAT polyspecifické transportéry, které ovSem transportuji
prevazné kladné nabité organické slouCeniny. Spole¢nym strukturdlnim rysem OCT je 12
a-helikdlnich transmembranovych domén. OCT umoznuji vstup latek do bunék pomoci
usnadnéné difuze. Primérni hnaci silou, kterd urCuje smér pienosu, je elektrochemicky
gradient transportovanych organickych kationtli, pfedevSim negativni intracelularni

membranovy potencidl (Urakami et al. 1998).
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Substraty OCT tvoii relativné nizkomolekularni a hydrofilni organické kationty
riznych molekularnich struktur, které se ¢asto vazou na vice subtypti OCT. Mezi 1éCivy jsou
substraty antidiabetika (metformin), antivirotika (acyklovir a zalcitabin), antineoplastika
(cisplatina) a antagonisté H, receptort (ranitidin) (Klaassen a Aleksunes 2010). Modelovym
standardnim substratem, ktery se nejcastéji pouziva pro vyzkumné transportni in vitro studie
zaméfené na OCT transportéry, je 1-metyl-4-fenylpyridium (MPP") (Gorboulev et al. 1997).
Zékladni udaje o organové a tkanové expresi jednotlivych typl transportérii ze skupiny OCT
je uvedena v tab. 4. Z dosavadnich poznatki vyplyva, Ze zasadnim typem OCT, ktery je
odpovédny za pohyb kationtd v ledvinach ¢loveka, je hOCT2 (Motohashi et al. 2002).

Transportér OCT2

OCT?2 je ledvinovy influxni transportér exprimovany na bazolaterdlni membrané
bun¢k proximalnich tubulti. Ptedstavuje klicové misto prvniho kroku renalni sekrece
kationickych 1éCiv (Karbach et al. 2000). V ledvinach OCT2 spolupracuje pii exkreci latek
s transportéry ze skupiny MATE (MATEI a 2K), které latky transportované pomoci OCT2
do buiiky, prenaseji z tubuldrnich bunék do moce. Piestoze je schopny transportovat latky
pies bunéénou membranu obéma smery, v in vivo podminkach se chova jako klasicky influxni

transportér, prendsejici latky z krve do bunék proximalniho tubulu (Jonker a Schinkel 2004).

Protein OCT2 byl u lidi detekovan i v centrdlnim nervovém systému (Busch et al.
1998), tenkém stievé, plicich, brzliku, placenté¢ a vnitinim uchu (Koepsell 2004). Exprese
u hlodavct vykazuje ve srovnani s Clovékem urcité rozdily. Exprese oct2 je u potkana
ovlivnéna hormonalni regulaci, protoze u samcti je mnohem vyssi a podavani testosteronu
samicim vyrazn¢ expresi oct2 v potkanich ledvinach zvySuje (Urakami et al. 2000). OCT2
transportuje piedev§im kationty, ale 1 né¢které anionické slouceniny a zwitterionty (Koepsell

2013). Priklady latek interagujicich s OCT2 jsou uvedeny v tab. 7.
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Tab. 7. Ptiklady latek interagujicich s OCT2 (modifikovano z Koepsell 2013).

Endogenni slouceniny a | Acetylcholin, dopamin, adrenalin, noradrenalin, serotonin, histamin,

slozky potravy putrescin, cholin, cyklo(His-Pro), salsolinol, agmatin

Léciva Memantin, amantadin, oxaliplatina, picoplatina, cisplatina, ifosfamid,
cimetidin, famotidin, ranitidin, zalcitabin, lamivudin, amilorid,

metformin, berberin

Toxiny Aflatoxin B1, paraquat, ethidium bromid
Inhibitory Cimetidin, cetirizin, chinidin, rifampicin, ritonavir
ABC TRANSPORTERY

Nazev ABC (ATP-binding casette) transportérit je odvozen od mechanismu jejich
¢innosti. Disponuji doménou pro ATP, jejiz funkci je hydrolyza ATP na ADP. Pii tomto déji
se uvolni energie, kterd je pouzita na pfenos substrdtu pfes membranu, nejcastéji proti
koncentracnimu gradientu. ABC transportéry jsou nejvetsi skupinou v ramei transportérovych
nadrodin. Skupina zahrnuje n¢kolik desitek rodin transportért, které zprostiedkovavaji rizné
funkce, jako je extruze Skodlivych latek, pfijem zivin, transport iontd a peptidi a bunécna
signalizace (DeGorter et al. 2012; Mao a Unadkat 2015).

ABC transportéry zprostiedkovavaji pienos Siroké palety latek s vyznamem
pro fyziologické funkce organismu - endogenni ziviny i produkty metabolismu. Jejich funkci
je 1 ochrana tkani pfed toxickymi slou¢eninami télu nevlastnimi — xenobiotiky. Z tohoto
divodu jsou lokalizovany na dulezitych bariérach organismu, kde hraji vyznamnou roli
pii absorpci, distribuci, metabolismu, exkreci a toxicit¢ 1éCiv. ABC transportéry limituji
piijem latek s vysokou permeabilitou pasivnim transportem a usnadiiuji exkreci sloucenin
s malou schopnosti prostupovat pasivné (Jani et al. 2014). Mnoho ABC proteinti jsou efluxni
v soucasné dobé pokladany p-glykoprotein (P-gp, MDR1, ABCB1) a BCRP (breast cancer
resistance protein, ABCG2) (Mao a Unadkat 2015).

P-glykoprotein (P-gp)
P-gp je efluxni transportér umistény v plazmatické membrané, ktery pirenasi

substraty z builky ven. Timto mechanismem vyznamné piispiva k rozvoji 1€kové rezistence,
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ktera byla prvotné identifikovana u nadorové chemoterapie. P-gp je u lidi kodovan dvéma
geny, a to MDR1 (ABCB1) a MDR3 (ABCB4), ackoliv ve vétSing tkani bylo nalezeno vice
mRNA pro MDRI1 (Lincke et al. 1991). Strukturu P-gp tvoti dvé identické ¢asti, skladajici se
z 6 transmembranovych domén a jedné domény pro vazbu a hydrolyzu nukleotidu (Aller et al.
2009).

P-gp je fyziologicky exprimovan v apikalni membréané epitelidlnich bunék tenkého
a tlustého stieva, v membran¢ bunck jaternich kandlkl, v apikalni membrané epitelidlnich
buné¢k proximalniho tubulu ledvin, luminalni membrané endotelialnich bunék tvoticich
hematoencefalickou bariéru a hematotestikularni bariéru, déale v apikalni membrané bunck
syncytiotrofoblastu a lymfocytech (Marquez a Van Bambeke 2011). Na vSech téchto mistech
je jeho ukolem chrénit citlivou tkan pied toxickymi u¢inky endogennich a exogennich latek.

Velmi vyznamna je vSak jeho exprese fadou typli nddorovych bunék (Abdallah et al. 2015).

Jako substraty tohoto transportéru bylo identifikovano mnoho strukturné velice
odlisnych léCiv. Pozornost zasluhuje i to, ze vétSina substrati P-gp jsou také substraty
CYP3A4, (Wacher et al. 1995). P-gp a CYP3A4 jsou ve vysoké mife exprimovany v tenkém
téchto systému je zamezit vstupu xenobiotik do organismu a pomoci je eliminovat z téla
(Ayrton a Morgan 2001). Na exkreci xenobiotik se diky pfitomnosti P-gp v proximalnich
tubulech mohou podilet 1 ledviny (Launay-Vacher et al. 2006). Piiklady substrati P-gp ze
skupiny 1é¢iv 1 dalSich latek uvadi tab. 8. Ackoliv peptidy nepatii mezi bézné substraty P-gp,
bylo s pomoci in vitro studii sizolovanym proximalnimi tubuly ryb potvrzeno, ze
fluorescencné znaceny derivatu oktreotidu je substratem tohoto transportéru (Gutmann et al.
2000). Mezi P-gp inhibitory patii opét fada 1éCiv z riznych farmakoterapeutickych skupin, ale
1jiné slouCeniny (tab. 8) (Silva et al. 2014).



46

Tab. 8. Ptiklady substratti a inhibitor P-gp (modifikovano z Silva et al. 2014).

Trida 1é¢iv

Substraty

Inhibitory

Alkylujici latky

Chlorambucil, cisplatina

Analgetika

Morphin, pentazocin, fentanyl

Meperidin, pentazocin

Antagonisté H2

Cimetidin, ranitidin

Antibiotika Antracykliny (doxorubicin, | Cefoperazon, ceftriaxon, salinomycin,
daunorubicin), nigericin, erytromycin, azitromycin,
aktinomyciny (aktinomycin D), | brefeldin A, bafilomycin, klaritromycin,
mytomicin C, mitoxantron valinomycin

Antidepresiva Amitriptilin, nortriptilin, doxepin

Antidiarhoika Loperamid, oktreotid

Antiemetika Ondasetron, domperidon

Antiepileptika Topiramat, fenytoin, karbamazepin,
fenobarbital

Antihistaminika Terfenadin, foxfenadin Benzquinamid, azelastin, tesmilifen,

astemizol, terfenadin

Antihypertensiva Reserpin, debrisoquin, celiprol, losartan, | Rezerpin, prazosin, doxazosin, carvedilol
talinolol, prazosin

Antimetabolity Metotrexat, cytarabin, 5-fluorouracil,
hydroxyurea

Antimikrobni latky Erytromycin, doxycyklin, itrakonazol,
ketokonazol, levofloxacin, rifampicin,
sparfloxacin, tetracyklin, grepafloxacin,
klaritromycin, gramicidin A, valinomycin

Antivirotika Nelfinavir, ritonavir, saquinavir, | Konkanamycin A, ritonavir, nelfinavir,
amprenavir, indinavir saquinavir

Ca blokatory Nifedipin, diltiazem, verapamil, azidopin, | Verapamil, emopamil, nifedipin,
nikardipin nicardipine, niguldipin, nitrendipin,

nimodipin, felodipin, isradipin, lomerizin,
tetrandrin, mibefradil, diltiazem, bepridil

Cyklické peptidy Valspodar, beauvericin

Fluorescenéni Rhodamin 123, hoechst 33342, kalcein

barviva

AM
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Hypolipidemika Lovastatin, simvastatin Atorvastatin
Kamptoteciny Topotekan, irinotekan

Kardioaktivni Digoxin, digitoxin

glykosidy

Antiuratika Kolchicin

Linearni peptidy N-acetyl-L-leucyl-L-leucylnorleucinal,

leupeptin, pepstatin A

Myorelaxancia Vekuronium

Neuroleptika Chlorpromazin, fenothiazin Trans-flupentixol, perphenazin,
prochlorperazin, chlorpromazin,
trifluoperazin, perospiron, haloperidol

Pesticidy Metylparatoin, endosulfan, paraquat

Ptirodni latky Flavonoidy, kurkuminoidy Flavonoidy, alkaloidy, kumariny,
kanabinoidy, terpeny, ginsenosidy

Steroidni hormony Aldosteron, kortikosteron, dexametazon,

kortizol, metylprednizolon

Taxany Paklitaxel, docetaxel

Tyrosin-kinazové Imatinib mesylat

inhibitory

Vinca alkaloidy Vinblastin, vinkristin
BCRP

BCRP (breast cancer resistance protein), patfici do G rodiny ABC transportérii je
kédovany jednim genem a to ABCG2. Na rozdil od P-gp jeho strukturu tvoii pouze jedna
doména vazajici nukleotid a jedna doména membranova (Jani et al. 2014).

BCRP je u cloveka fyziologicky exprimovan v placentarnim
syncytiotrofoblastu, apikalni membrané bunék epitelu tenkého a tlustého stfeva, jaternich
kanalcich, apikdlni membrané proximdlnich tubuldrnich bunc€k, na Ilumindlni strané
endotelialnich bunék mozkovych kapilar, endotelialnich bunkéch sitnice, hematotestikularni a
mozkomisni bariéfe (Mao a Unadkat 2015). Z nefyziologického hlediska byl identifikovan
umnoha hematologickych malignit a solidnich tumort. Nadmérna exprese BCRP je
spojovana s vyS$i rezistenci k cytostatick¢é chemoterapii antracykliny, mitoxantronem ¢i

kamptoteciny, ktera je zpusobena zvySenym efluxem téchto 1éCiv z bun¢k (Mao a Unadkat




2005). Stejné jako P-gp, méd BCRP velice Sirokou substratovou a inhibi¢ni specifitu, ktera se

48

v mnoha smérech prekryva s P-gp a MRP1 (tab. 9).

Tab. 9. Ptiklady substratti a inhibitort BCRP (modifikovano z Jani et al. 2014).

Tiida 1é¢iv Substraty Inhibitory
Hypolipidemika Cerivastatin, pravastatin,
pitavastatin, rosuvastatin
Antibiotika Antracykliny (daunorubicin,
doxorubicin), fluorochinolony
(ciprofloxacin, danofloxacin,
grepafloxacin, norfloxacin,
ofloxacin), mitoxantron,
nitrofurantoin
Antineoplastika Irinotekan, topotekan,
daunorubicin, mitoxantron
Antivirotika Abakavir, lamivudin, zidovudin, Ritonavir
acyklovir
Imunomodulatory Metotrexat, leflunomid, Cyklosporin
teriflunomid
Analgetika Diklofenak
Diuretika Chlorothiazid
H2 blokatory Cimetidin
Fluorescenéni barviva Hoechst 33342, luciferova zlut’
Endogenni substraty Potravni flavonoidy, porfyriny, Estron

estron-3-sulfat

Kamptoteciny Topotekan, irinotekan

Tyrozin-kinadzové inhibitory Imatinib Imatinib mesylat
Antihypertensiva Prazosin

Inhibitory protonové pumpy Pantoprazol Omeprazol

Hypolipidemika

Lovastatin, simvastatin,

rosuvastatin
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Cile prace

S vyuzitim in vitro metod posoudit roli né€kolika transportnich mechanismu, které se
mohou potencidlné podilet na uptake receptorové specifickych radiopeptida
v ledvinnych bunikach. Pomoci bunéénych modelt zjistit ulohu aktivni endocytozy
megalinovym systémem, fluidni endocytézy a vyznamnych ledvinnych SLC
transportéric hOAT1 a hOCT2 na transportu vybranych radiopeptidi ze skupiny
analog SST, gastrinu a bombesinu zna&enych '""Lu.

Provést in vitro studii zaméfenou na transport studovanych radiopeptidii efluxnimi
transportéry P-gp a BCRP.

Zjistit moznou ucast studovanych transportnich mechanismi na transmembranovém
transportu vybranych radiometabolitl receptorové specifickych peptidii a porovnat
transportni mechanismy radiometabolitli s nalezy u intaktnich radiopeptidi.

Posoudit vztah mechanismu/i transportu radiometabolitl k jejich ledvinnému uptake a

farmakokinetice in vivo v kontextu s ptisluSnymi intaktnimi radiopeptidy.
Zavést €1 optimalizovat metody potfebné ke studiu transportu vybranymi transportnimi
systémy in vitro a metody pro znaceni radiopeptidll a jejich metabolitti vybranym

radionuklidem.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1.Material

4.1.1. Pouzité pristroje a vybaveni

Pro bunécnou kultivaci bylo pouzito nasledujiciho materialu: 6, 24, 96jamkové
desticky (TPP, Trasadingen, Svycarsko), jednorazové plastové pipety, 2, 5, 10, 25 ml (TPP,
Trasadingen, Svycarsko), kultivaéni lahve 25, 75 a 150 cm? (TPP, Trasadingen, Svycarsko)
a polykarbonatové membranové inzerty, velikost pori 0,4 um (Corning Life Science, New
York, USA). Membranovy potencial a rezistence epitelidlnich bunék byla méfena Micro
ohmmetrem Millicell ERS (Merck Millipore, Billerica, MA, USA). Pasadzovani a dalsi
manipulace s bunéénymi liniemi byly provadény v laminarnim boxu (Micrological safety
cabinet TOP - SAVE 1.8, Bioair instruments, Milano, Italie). Pro kultivaci bunéénych linii
a inkubaci pfi transportnich studiich byl pouzit standardni inkubator s atmosférou CO,
(Shel Lab, Cornelius, USA). Konfluence bun¢k a jejich stav byl kontrolovan pomoci
inverzniho mikroskopu OPTIKA Microscopes, XDS — 1R (OPTIKA Microscopes,
Ponteranica, Italie).

Pro méfeni aktivity y-zarict a B-zafich ve vzorcich bylo pouzito automatického
gama-spektrometru 2480 Wizard2 (PerkinElmer, USA) a beta spektrometru Tri-Carb 2900TR
(Perkin Elmer, Shelton, USA). Stanoveni radiochemické Cistoty pfipravenych radiopeptidi
metodou HPLC bylo provadéno s pomoci systému skladajiciho se ze sestavy Agilent 1100
HPLC Value System (Agilent Technologies, Boblingen, Némecko), kolony LiChroCART
250-3 HPLC Cartridge LiChrospher 100RP, Sum (Merck, Whitehouse Station, New Jersey,
USA) a radiodetektoru POLON URL-2 (Polon-Alfa Bydgoszcz, Polsko). Radiochemicka
Cistota radiopreparati peptidi byla ovéfovana také na TLC skeneru Rita Star
(Raytest, Némecko). Odecty absorbance a fluorescence vzorki na kultivacnich destiCkach
byly provadény s pomoci destiCkového analyzatoru (TECAN, Infinite M200, Minnedor,
Svycarsko). Pro Western blotting bylo pouZito zafizeni pro elektroforézu Power Pac HC

(Bio Rad, Velka Britanie).

4.1.2. Pouzité chemikalie

Studované peptidy DOTA-NOC, DOTA-TATE, DOTA-DPhe a
DOTA-DGlu-Ala-Tyr byly dodany firmou piCHEM (Graz, Rakousko), DOTA-sargastrin
firmou ABX (Radeberg, Némecko). DOTA-[Lys’]bombesin, DOTA-[Pro', Tyr*Jbombesin and
PCTA-[Lys’Jbombesin byly poskytnuty Ing. Milosem Beranem (Institut nuklearni fyziky,
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Akademie véd CR, Praha, Ceska republika). MAG3 (merkaptoacetyltriglycin) a DMSA
(dimerkaptosukcinat) byly dodany firmou Lacomed (Rez, Ceska republika). Standardni
substrat ~ hOAT1 transportéru (‘H)p-aminohippurova kyselina (CH)PAH; specificka
radioaktivita 4,56 Ci/mmol) a '""LuCl; pouZivané pro zna¢eni peptidi byly ziskany od Perkin
Elmer (Waltham, USA). *™T¢ pro znadeni bylo ziskano eluci z*’Mo/**™Tc generatoru
(Mallinckrodt Medical, Dublin, Irsko). Standardni substrdt OCT2 transportéru
(*H)methyl-4-fenylpyridinium acetat (CH)MPP" specifickd radioaktivita 80 Ci/mmol) byl
dodan firmou American Radiolabeled Chemicals (St. Louis, USA).

Substrat pro efluxni transportéry Hoechst 33342 a specificky inhibitor transportéru
BCRP KO143 byly ziskany ze Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Specificky inhibitor
transportéru P-gp LY335979 byl dodan firmou Karl Schmid (Mnichov, Némecko). Specificky
inhibitor megalinu RAP byl ziskdn z PROGEN Biotechnik (Heidelberg, Némecko). Ostatni
chemikalie byly dodany firmou Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

Pro kultivace bunék bylo pouzito kultivatni médium Eagle’s minimum essential
medium nebo Dulbecco’s modified Eagle’s medium, L-glutamin, neesencialni aminokyseliny
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a fetalni sérum (PAA, Pasching, Rakousko). DMSO
(dimethylsulfoxid > 99,9 %) a trypsin (0,25 %, Trypsin - EDTA Solution) pochéazely od firmy
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Chemikalie na ptipravu fosfatového pufru (PBS) NaCl, KClI,
Na,HPO,, NaH,PO,, byly ziskany od firmy PENTA (Chrudim, Cesk4 republika).

Expresni plazmid pro lidsky OAT1 (SLC22A6) transkripéni varianta 2, expresni
plazmid pro lidsky OCT2 (SLC22A2) a prazdny vektor pPCMV6-Entry byly ziskany od firmy
OriGene Technologies (Rockville, USA) a nasledn¢ amplifikovany firmou Generi Biotech
(Hradec Kralové, Ceska republika).

Pro Western blotting byla pouzita polyvinilidenova (PVDF)
membrana (Sigma-Aldrich). Primarni krali¢i protilatka proti megalinu byla darovana prof. D.
Biemesderferem (Yale University, USA). Sekundarni protilatka konjugovana s peroxidazou
byla dodana firmou Sigma Aldrich. K detekci proteinu byl pouzit chemiluminiscen¢ni reagent

(Thermo Scientific, USA).

4.2. Bunécné linie

K experimentim byla pouzita bunécna linie lidskych epitelidlnich bunék z nadoru
d€lozniho hrdla (HeLa bunky), ledvinné bunky vacice (OK bunky), buiikky proximalniho
tubulu ledvin prasete (LLC-PK1 bunky), lidské placentarni bunky (JEG-3 buiky) a
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Madin-Darbyho psi ledvinné bunky (MDCKII bunky). Tyto standardni bunécné linie byly
ziskany z European Collection of Cell Cultures (ECAAC, Salisbury, UK). MDCKII bunécné
linie se stabiln¢ vysokou expresi transportéru P-gp ¢i BCRP byly laskavé poskytnuty prof. P.
Pavkem z Katedry farmakologie a toxikologie, FaF UK (Hradec Kralové, Ceska republika).
Vsechny bunécné linie byly pasazovany kazdé ctyti dny, ¢i pfi konfluentnim pokryti
kultivaéni lahve dle potfeby. Buniky byly kultivovany v inkubétoru v atmosféfe s 5 % CO, pfi
37°C. Kultivacni medium bylo zvoleno dle doporuceni dodavatele bunécné linie.

Pti pasazovani bunécné linie bylo nejprve odstranéno pritomné kultivacni medium,
buiiky byly oplachnuty fosfatovym pufrem a nasledné byl ptidan 0,25% roztok trypsin/EDTA.
Po castecném uvolnéni bun¢k bylo médium s trypsinem odsato a bunky byly suspendovany
v Serstvém mediu. Cast suspenze byla vlozena do nové kultiva¢ni lahve a &ast pouZita

na experimenty.

4.3. Pouzité metody
4.3.1. Transfekce

Pro tranzientni transfekci ptisluSnym plazmidem byla vybrana bunéc¢na linie, ktera
dle literarnich udaji exprimuje dany transportér ve velmi nizké ¢i zanedbatelné miie. Tato
skutecnost byla potvrzena nizkou akumulaci typického substratu piislusSného transportéru
v matetskych bunkéach. Vybér optimalniho bunééného modelu pro piechodnou transfekci byl
proveden vzdy alesponi ze 4 potencialné¢ vhodnych bunécnych linii. Z téchto linii byla
k nasledujicim experimentiim vybrana ta, u které jsme po transfekci ptisluSnym transportérem
pozorovali nejvyssi narGst akumulace typického substratu vic¢i kontrole. Pro pfechodnou
transfekci plazmidem hOAT1 se jevila jako nejvhodnéjsi linie Hela, pro transfekci

plazmidem hOCT2 byla optiméalni linie MDCKII.

Pfi rutinni transfekci byly buiiky vysety na 24jamkovou desti¢ku (7 x 10* Hela
bungk, 2x 10° MDCKII bunék/jamka) a nasledujici den byl k buiikdm piidan plazmid
kodujici studovany transportér v transfekénim roztoku Lipofectamine2000 (Invitrogen,
Carlsbad, USA) dle pokyni vyrobce. Jako kontrola byla pouzita ptechodna transfekce
matefskych bun¢k prazdnym vektorem (pCMV6-Entry). Mnozstvi DNA, které bylo zjisténo
jako optimalni pro rutinni transfekci, bylo 0,4 pg na jamku. Optimalni pomér transfekéniho
roztoku, ktery byl pfidavan pfi transfekci byl 1 : 2,5 pro hOAT1 a 1 : 2 pro hOCT2. Kontrolni
buniky byly transfekovany prazdnym vektorem a inkubovany za podminek shodnych jako

bunky transfekované¢ hOAT1 ¢i hOCT2. Transportni experimenty byly provadény 24 h po
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transfekci u bunék MDCKII transfekovanych hOCT2 a 48 h u bunék HeLa transfekovanych
hOATI.

Zvyseni exprese studovaného transportéru bylo ovéfeno metodou Western blotting a
pomoci funk¢énich akumulacnich testi vyuZzivajicich radioaktivné znafeny substrat
prislusného transportéru (viz kapitola 4.3.2).

Experimenty s geneticky modifikovanymi mikroorganismy byly provadény
v souladu s pradvnimi ptfedpisy z oblasti nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a

jejich produkty.

4.3.2. Western blotting

Soucasti predkladané disertatni prace bylo ovéfeni exprese megalinového
transportéru ve vybranych bunécnych modelech. Stanoveni bylo provedeno u tfi bunécnych
linii — OK, LLC-PK1 a JEG-3, u kterych byla exprese megalinu prokdzéna jinymi autory
(Nagai et al. 2011; Nielsen et al. 2001; Liu et al. 1998). Jako porovnavaci vzorky byly pouzity
nativni izolované ledvinné potkani buiiky a nativni ledvinnd tkan prasete a potkana. Ovéteni
exprese transportéru hOAT1 po piechodné transfekci HelLa bun¢k a hOCT2 po ptrechodné
transfekci MDCKII metodou Western blotting je uvedeno v dizertacni praci Mgr. Jany
Mandikové (Mandikova 2015).

Pro piipravu vzorkl proteint byly studované bunécné kultury lyzovany v kultivacni
lahvi lyza¢nim roztokem obsahujicim Tris-HCI (10 mM), sacharézu (250 mM), EDTA (1
mM) a smés inhibitori (0,5 pg/ml leupeptinu, 2 pg/ml aprotininu, 50 pg/ml benzamidinu a 40
png/ml fenylmethylsulfonyl fluoridu) (Sigma-Aldrich). Vyjmuté praseci a potkani ledviny byly
homogenizovany pomoci homogenizatoru (Ultra Turrax Tube Drive, IKA, SRN) a poté byly
preparaty lyzovany shodnym zplisobem jako bunééné kultury. Po homogenizaci byla
suspenze za chlazeni (4 °C centrifugovana 10 min pfi 10 000 g. V proteinovém extraktu
pritomném v supernatantu bunéného lyzatu bunck bylo metodou BCA zméifeno mnozstvi

proteinu.

Elektroforéza probihala na polyakrylamidovém gelu s dodecylsiranem sodnym, pro
separacni gel byla po optimalizaci zvolena koncentrace 6,25%. Na kazdou jamku gelu bylo
naneseno 9 pg proteinu ze ziskaného proteinového extraktu. Proteiny z gelu byly nésledné
pieneseny na polyvinilidenovou membranu. Nasledovala 16 hodinova inkubace membrany
s primarni protildtkou rozpusténou v roztoku TBS (Tris 2,42 g, NaCl 9,0 g, 1 M HCI 3,8 ml,

destilovana voda do objemu 11) s5 % nizkotuéného suSen¢ho mléka (Bio Rad, USA) a
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0,05 % Tweenu (Duchefa Biochemie, Haarlem, Nizozemi). Redéni primarni antimegalinové
protilatky bylo optimalizovano na 1:8000. Kontrola nandsky vzorku byla provedena
protilatkou proti B-aktinu, v fedéni 1:5000. Po promyti membrany byla aplikovdna sekundarni
protilatka konjugovana s peroxiddzou a to v fedéni 1:2000 pro membranu urcenou k detekci
megalinu a 1:8000 pro membranu s detekci B-aktinu. Po dal$im promyti byly membrany
rovhomérne  prekryty  chemiluminiscencnim  roztokem  SuperSignal West Pico
Chemiluminiscent Substrate (Thermo Scientific, Rockford USA a obrazy byly zachyceny

na X-ray film.

4.3.3. Znaceni peptidi '""Lu

ZnaCeni studovanych peptidi  bylo provadéno modifikovanym postupem
vychézejicim z jiz diive vyvinutych metod, zahrnujicich zahtati reak¢ni smési, pii kterém
dochazi ke konforma¢nim zméndm umoznujicim chelataci (Breeman et al. 2003;
Koumarianou et al. 2009). Peptidy byly rozpustény v destilované vod¢ v koncentraci 1 pg/pl
a nasledné byly smiseny 3 pl tohoto roztoku s 30 pl 0,4 M acetatového pufru a 1,25 mCi
"TLuCl;. Pro znateni DOTA-[Lys’]bombesinu, PCTA-[Lys’Jbombesinu a gastrinovych
peptidi byl pouzit acetitovy pufr o pH 4,5, pro znaCeni SST peptidd,
DOTA-[Pro', Tyr*]bombesinu, DOTA-DPhe a DOTA-DGlu-Ala-Tyr mé&l pufr pH 5,0.
Reakéni smési s DOTA-[Lys’Jbombesinem a PCTA-[Lys’]bombesinem byly inkubovany pii
42 °C 40 min, reakce pro zna¢eni DOTA-sargastrinu probihala 25 min pii 80 °C. V piipadé
DOTA-NOC, DOTA-TATE, DOTA-[Pro',Tyr*]bombesinu, DOTA-DPhe a DOTA-DGlu-
Ala-Tyr bylo zahtivani provadéno 30 min pii 92 °C. Po ukonceni reak¢niho intervalu byla
smés pomalu zchlazena. PfedbéZznymi experimenty bylo zjiSténo, ze optimalni ¢as chladnuti je
pro vSechny peptidy 30-40 min pfi teploté¢ mistnosti. Znacené peptidy byly pfipravovany
v mnoZzstvi potfebném pro provedeni experimentli v daném dni.

Radiochemicka cistota ptipraveného peptidu byla ihned po pfipravé pied pouzitim
v experimentech ovéfovana pomoci dvou analytickych metod — instantni tenkovrstvé
chromatografie na silikagelu (ITLC-SG) a vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC),
dle postupt jiz diive popsanych (Trejtnar et al. 2008). Radiochemické Cistota radiopeptidii

pouzitych k experimentélni praci byla vzdy vyssi nez 95 %.
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Stanoveni radiochemické ¢istoty pomoci ITLC

K vySetieni radiochemické Ccistoty preparati radiopeptidic bylo 0,5 ul vzorku
naneseno na chromatografické prouzky tvorené sklenénymi mikrovlakny potazenymi
silikagelem (Varian, USA). Tyto desky byly vyvijeny ve fazi ptipravené¢ z 0,1 M octanu
amonného s 10 mM EDTA. V této soustavé zlstdva nerozpustny znacCeny peptid na startu,
zatimco volny radionuklid putuje s celem vyvijeci faze. Druha vyvijeci faze byla tvofena
vodnym roztokem 10% hydroxidu amonného ve smési s metanolem v poméru 1:1.
Radioaktivné znaCeny peptid zde putuje s ¢elem vyvijeciho ¢inidla a nenavazany radiokov
zustava na startu chromatogramu. Distribuce radioaktivity na vyvinutych chromatogramech

byla hodnocena s pomoci TLC skeneru.

Stanoveni radiochemické Cistoty pomoci HPLC

Radiochemicka Cistota byla dale ovérovana pomoci HPLC. Na kolonu byl nanasen
nastiik tvofeny 1 ul znaeného peptidu smisenym s mobilni fazi. Pro HPLC stanoveni byla
vyuZzita gradientova eluce s dvémi fazemi: mobilni faze A obsahovala 0,1 % trifluoroctové
kyseliny (TFA) ve vodé€, mobilni faze B byla tvofena stejnym mnozstvim TFA v acetonitrilu.
Gradientova eluce probihala v nasledujicim uspotadani: 0-6 min 0 % B, 6-15 min 0-80 % B,
15-20 min 80 % B, 25-35 min 80-0 % B. Pritok mobilni fize byl béhem eluce nastaven

na 1 ml/min.

4.3.4. Transportni studie in vitro

4.3.4.1. Posouzeni podilu aktivnich a pasivnich transportnich procesi na
bunécéné kumulaci radiopeptidi

Pro posouzeni celkového prispévku aktivnich a pasivnich transportnich procesi
k bunécné kumulaci byla testovana akumulace radioaktivné znacenych peptidi v ledvinnych
bunkach pii teploté 37 °C a pii nizké teploté, inhibujici energeticky zavislé aktivni transportni
procesy. K experimentiim byly pouzity LLC-PK1 buiiky (4 x 10* bun&k/jamka) v intervalu
24h po vyseti na 24jamkovou desticku. Buiikky byly oplachnuty transportnim médiem
obsahujicim 122,5 mM NacCl, 5,4 mM KClI, 1,2 mM CaCl,, 0,8 mM MgCl,, 5,5 mM glukézy
a 10 mM HEPES o pH 7.4. Poté¢ bylo k bunkdm ptiddno 250 pl/jamku tohoto roztoku
s ptfidanym radiopeptidem (0,02 pg peptidu s aktivitou = 0,4 uCi). Bunky byly s peptidem
inkubovany 0, 30, 60 a 120 min pfi teploté¢ 37 °C a 4 °C. Po uplynuti inkubac¢niho intervalu
bylo médium odstranéno a buiiky Sestkrat oplachnuty vychlazenym STOP roztokem (0,137 M
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NaCl, 20 mM HEPES, pH 7,4). Nasledn¢ byly bunky inkubovéany 15 min pii teploté 37 °C
s lyza¢nim roztokem (0,5% Triton X-100 v 0,1 M NaOH). Z kazdé jamky byl odebran vzorek
pro stanoveni proteinu a zbyly obsah jamky byl kvantitativné pfenesen do zkumavky.
Radioaktivita v téchto vzorcich byla méfena na gama-spektrometru a vysledky byly vyjadieny
jako % akumulované davky vii¢i obsahu proteinu. Experimenty byly provadény v triplikatu ve

dvou nezévislych experimentech.

4.3.4.2. Transport radiopeptidi SLC transportéry

Experimenty byly provadény na 24jamkovych deskach s bunikami Hela pfechodné
transfekovanymi hOATI1 a buitkami MDCKII pfechodné transfekovanymi hOCT2. Uptake
radiopeptidi v téchto bunkach byl porovnavan skumulaci radiopeptidi v kontrolnich
parentnich bunikach (HeLa a MDCKII transfekovanych prazdnym vektorem. K experimentim
byly pouzity buiiky pii 90% konfluenci. Hela buniky byly na desky vysety v mnozstvi 18 x
10* bun&k/jamka, MDCKII v mnozstvi 4 x 10° bunk/jamka. Inkubace s radiopeptidy
probihala pti 37 °C v intervalech 0, 30, 60 a 120 min. Po skonceni inkubace byly buiky
oplachnuty vychlazenym STOP roztokem a byla provedena jejich lyzace piidanim lyza¢niho
roztoku. Po pfidani scintilatniho roztoku k ziskanym vzorkiim (Ultima Gold, Sigma Aldrich
byla méfena jejich radioaktivita pomoci gama-spektrometru. K ovéfeni tcinnosti transfekce
HeLa bundk hOATI byl pouzit standardni substrat OAT (*H)PAH o koncentraci 1 pM a
aktivitd 1 pCi/ml a substrat *"Tc-MAG3 pripraveny dle navodu dodavatele. Pro ovéfeni
efektivity transfekce MDCKII bunék hOCT2 jsme pouzili (SH)MPP+ o stejné aktivité 1
koncentraci. Latky byly rozpustény ve stejném transportnim médiu jako testované peptidy a
jejich inkubace s testovanou linii trvala 15 min p#i 37 °C. Po oplachu a lyze bunék a ptidani
scintila¢niho roztoku ke vzorkiim (Ultima Gold, 1 ml) byla méfena radioaktivita v buiikach

kumulovaného substratu pomoci beta-spektrometru.

4.3.4.3. Transport radiopeptidi megalinem
Pro transportni studie zkoumajici llohu megalinového endocytarniho receptoru pii
uptake radiopeptidii byly na zakladé stanoveni exprese megalinu ve vybranych bunécnych
liniich Western blottingem (vysledky viz kapitola 5.1.2) vybrany LLC-PK1 buiiky. Bunky
byly vysety na 24jamkovou desku (8 x 10* bungk/jamka) a 24 h poté pouzity pro transportni

experimenty. Pro testovani role endocytdzy zprostiedkované megalinem jsme pouzili
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inhibi¢ni studii se specifickym inhibitorem megalinu — RAP v koncentraci 1 puM. Tato
koncentrace je dle dostupnych literarnich zdroji dostacujici k vyrazné inhibici zminéného
transportniho systému (Sengul et al. 2013). Buiiky byly s RAP preinkubovany 15 min pfi
37 °C a nasledné byl piidan testovany radiopeptid v mnozstvi 0,02 pg na jamku. Inkubace
pokratovala 60 min zastejné teploty a byla ukonCena stejnym zpusobem jako
v experimentech zaméfenych na uptake radiopeptidi SLC transportéry (Cast 4.3.4.2).
Zpracovani vzorkd a méfeni kumulovaného mnozstvi radiopeptidu probihalo téZ shodnym
postupem.

V dalsi inhibi¢ni studii byl pouzit jako inhibitor megalinového transportu albumin.
LLC-PK1 bunky byly preinkubovany 10 min s vybranymi koncentracemi albuminu
(0-100 mg/ml), nasledn¢ byl ptidan zkoumany radiopeptid a po inkubaci 60 min pii 37 °C
bylo shodnym postupem jako v pfedchazejicich studiich, zjisténo kumulované mnoZzstvi

radiopeptida v bunkach.

4.3.4.4. Transport radiopeptidi fluidni endocytézou
K posouzeni mozného ptispévku fluidni endocytdzy k transportu radiopeptidi do
bunck byla provedena inhibi¢ni studie se specifickym inhibitorem tohoto mechanismu —
rottlerinem (Sarkar et al. 2005) v koncentracich 0-5 puM. LLC-PK1 buiky byly s timto
inhibitorem preinkubovany 45 min pifi 37 °C a nasledn¢ byl pfidan radiopeptid (0,02

ng/jamka) v roztoku transportniho média a inkubace pokracovala dalSich 60 min pti 37 °C.

4.3.4.5. Transport radiopeptidi ABC transportéry

Pro zjiSténi interakce radiopeptidii a radiometaboliti byl proveden pilotni pokus
pomoci membranovych inzertd. MDCKII buitky se zvySenou expresi P-gp (MDCKII"®)
nebo BCRP (MDCKI®*®") a kontrolni parentni MDCKII buiiky byly vysety na
polykarbonatové membranové inzerty o velikosti porit 0,4 pm v 6jamkové desce (1,5 x 10°
bunék/inzert). Ctvrty den po vyseti bundk na inzerty, pokud byla detekovana nepropustnost
bunécné¢ vrstvy ohmmetrem, byly tyto bunky pouzity k experimentim. Schématické

znazornéni bunécéného inzertu je patrné na obr. 19.

Jednu hodinu pfed zapocetim experimentu bylo kultivaéni médium vyménéno
za transportni médium (1,5 ml do apikalniho (A) i bazolaterdlniho (B) kompartmentu).
Zkoumany radiopeptid byl pfidavan v mnozstvi 60 pl/inzert (0,06 pg/inzert) do horniho nebo

do dolniho kompartmentu (v zavislosti na typu experimentu). Poté probihala inkubace pii
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37 °C v CO; inkubatoru. V intervalech 30 min, 1 h, 2 h a 3 h po pfidani peptidu byl
z opatného kompartmentu odebran vzorek média (50 pl). Po uplynuti intervalu 3 h byl
proveden odbér vzorkii média zobou kompartment. Po dikladném oplachu membrany
vychlazenym STOP roztokem (slozeni viz kap. 4.3.4.1) byly membrany vyfiznuty a vlozeny
do zkumavky s 1 ml lyza¢niho roztoku. Po inkubaci 15 min pii 37 °C byl obsah dikladné
promichén a byl odebran vzorek 50 ul pro stanoveni obsahu proteinu. Nasledn¢ byla méfena
radioaktivita membran a odebranych vzorkli média gama-spektrometrem. Pro stanoveni
mozné interakce radiopeptidi se zkoumanymi transportéry bylo porovndno mnoZstvi
radioaktivity proslé ve sméru A—B a B—A. Na zédklad¢ téchto dat byl posouzen piispevek

transportérii k transportu radiopeptidd.

Apikalni Odebirani vzorku Aplikace radioaktivniho

do kompartmentu

kompartment z kompartmentu peptidu

Apikalni (smér B-A) A

H E o B Bazalniho
N ABCB1 Bazalni (smér A-B)
Bazlni S () YOR(X(),
kompartment ) m . ¥
MECICARCE Apikalniho

Obr. 19. Schematické znazornéni bunééného inzertu a zpisobu aplikace testované latky.

4.3.5. Farmakokinetické studie in vivo
4.3.5.1. Stanoveni biodistribuce radiopeptidia

Samci potkana rodu Wistar (Biotest, Konarovice, Ceska republika) vazici 260320 g
byli pouziti pro experimenty s '''Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr a '"’Lu-DOTA-MG11. Samci
véazici 310-365 g byli pouziti pro experimenty s '"'Lu-DOTA-DPhe a '""Lu-DOTA-NOC.
Zvitatim byla den pfed experimentem odebrana strava, ale byl jim ponechan volny pfistup
k vodg.

Radiopeptidy byly aplikovany do ocasni zily v davce 1 ug peptidu/kg o aktivité
0,5-1 MBg/kg. Bylo pouzito 5 skupin potkanii, u kterych byl provadén odbér organi
ve vybranych ¢asovych intervalech - 5 min, 1 h, 2 h, 24 h nebo 48 h po aplikaci. V anestezii
byla zvifatim ptestiizena kréni tepna, odebrany vzorky krve, jednotlivé organy byly vyjmuty,

zvazeny a zméfena radioaktivita automatickym gama-spektrometrem. Radioaktivita
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kumulovana v jednotlivych organech a tkanich byla vztazena na hmotnost orgdnu a vyjadiena

jako podil z celkové aplikované davky.

Experimenty se zvifaty byly provadény v souladu s platnym znénim zdkona o
ochran¢ zvitrat a byly schvaleny odbornou komisi Farmaceutické fakulty Karlovy univerzity

v Praze a MSMT CR.

4.3.5.2. Stanoveni eliminace radiopeptidi in vivo

Testované radiopeptidy byly aplikovany shodnym zptsobem a v totozné davce jako
v ptipad¢ biodistribucnich studii (¢ast 4.3.5.1). Zvitata byla po aplikaci radiopeptidu umisténa
do sklenénych metabolickych kleci, jejichz konstrukce umozituje separaci moce a trusu.
Béhem pobytu v kleci méla zvitata volny pfistup k pitné vod¢ a standartni potrave. Po 2 hod
od aplikace byla zvifata imobilizaci pfinucena vyprazdnit sviij mocovy méchyt a mo¢ byla
pienesena do lahvicky a zvitata vracena zpét do kleci. Exkrety byly sbirany dalSich 24 h a po
odbéru jeste dalSich 24 h. Na zdkladé¢ méfeni radioaktivity ve vzorcich moce a trusu bylo
stanoveno mnozstvi radiopeptidu exkretované za odbérovy interval ve vztahu k aplikované

davce a byla vypoctena kumulativni exkrece radioaktivity moc¢i a trusem.

4.4. Statisticka analyza

Vysledky experimentii jsou vyjadfeny jako aritmeticky primér £+ smérodatna
odchylka (SD). Statisticka vyznamnost rozdili primérych hodnot byla hodnocena
neparovym t-testem a two — way ANOVA testem. Statistickd vyznamnost rozdili mezi
experimentalnimi skupinami byla ovéfovdna na hladin€¢ vyznamnosti p < 0,05 (*); p < 0,01

(**)ap <0,001 (**%).
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5. Vysledky

5.1.Validace bunéénych modeli

5.1.1. Ovéreni ucinnosti tranzientni transfekce hOAT1 a hOCT?2

Uginnost transfekce byla béhem experimentalni prace ovéfovana pribézné v kazdé
sad¢ experimentii funk¢nim testem, zalozenym na porovnani uptake standardniho substratu
danych transportérti v preparatech bunék, transfekovanych transportérem nebo prazdnym
vektorem.

Jako nejvhodnéjsi  pro transfekci studovaného transportéru hOATI1 se
v optimaliza¢nich studiich se substratem (‘H)PAH ukézala byt linie HeLa bundk. Ta
v parentni form¢ kumuluje dany substrat jen v minimalnim mnozstvi, zatimco 48 h po
prechodné transfekci expresnim vektorem pro hOAT1 se mnozstvi CH)PAH akumulované

uvnitt bunék signifikantné znékolikanéasobi (obr. 20).
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Obr. 20. Reprezentativni piiklad kumulace CH)PAH v buitkach HeLa piechodné transfekovanych
expresnim vektorem pro hOAT1 a prazdnym vektorem pCMV6 po 15 minutové inkubaci. Data jsou
prezentovana jako aritmeticky primér + SD mnozstvi akumulovaného radioaktivniho substratu (n=3).

* oznacuje statistickou vyznamnost na hladiné p < 0,05.

Uginnost transfekce byla také ovéfena na tirovni exprese proteinu metodou Western
blotting (Mandikova 2014). Autorka této disertatni prace dale ovéfila funkEnost
transfekovaného modelu pouZitim substratu hOAT1 ze skupiny peptidi — *"Tc-MAG3.
Tento experiement ukézal signifikantng vy$si kumulaci *™Tc-MAG3 v HeLa buikach
transfekovanych hOAT1 oproti obsahu této latky v HeLa bunkéch transfekovanych prazdnym
expresnim vektorem (obr. 21). Akumulace *’"Tc-MAG3 byla G¢inné inhibovana PAH
(obr. 22). Tento substrat hOAT1 signifikantng inhiboval akumulaci *"Tc-MAG3 jiz
v koncentraci 100 pM.
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Obr. 21. Kumulace *™Tc-MAG3 v buiikich HeLa piechodng transfekovanych expresnim vektorem
pro hOAT1 a prazdnym vektorem pCMV6. Data jsou prezentovana jako aritmeticky prumér + SD
mnozstvi akumulovaného radioaktivniho substratu (n=3). * oznacuje statistickou vyznamnost na

hladiné p < 0,05; ** p <0,01.
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Obr. 22. Inhibice kumulace *"Tc-MAG3 v buitkach HeLa piechodné transfekovanych expresnim
vektorem pro hOAT1 standardnim substraitem PAH. Data jsou prezentovana jako aritmeticky
prumér £ SD mnozstvi akumulovaného radioaktivniho substratu (n=3). *** oznacuji statistickou

vyznamnost na hladiné p < 0,001.

V optimaliza¢nich studiich bylo nejvyssi ucinnosti prfechodné transfekce expresnim
vektorem pro hOCT2 dosazeno u bunécné linie MDCKII. Linii HelLa se nepodafilo timto
transportérem ucinné transfekovat ani pfi pouziti jinych transfek¢nich ¢inidel a metod (jetPEI,
TransFectin Lipid Reagent, K2 Transfection System, Neon Transfection System). Ovéfeni
ucinnosti transfekce bylo provadéno pii kazdém experimentu funkénim testem, ktery spocival
v inkubaci MDCKII bunék transfekovanych hOCT2 nebo prazdnym vektorem pCMV6 se
standardnim substratem hOCT2 — (CH)MPP'. Transfekce vedla k nasobnému zvyseni

akumulace (H)MPP® v MDCKII buiikach transfekovanych hOCT?2 transportérem, coZ
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dokumentovalo ptitomnost funkéniho transportéru. Reprezentativni ptiklad ukazujici zvySeni

akumulace standardniho substratu hOCT?2 je uveden na obr. 23.

CH)mpPP*

- - N N
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1 1 1 1
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1
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Obr. 23. Kumulace CH)MPP" v buitkich MDCKII pfechodné transfekovanych expresnim vektorem
pro hOCT2 a prazdnym vektorem pCMV6 po inkubaci 15 min. Data jsou prezentovana jako
aritmeticky primér = SD mnozstvi akumulovaného radioaktivniho substratu (n=3). ** oznacuji

statistickou vyznamnost na hladiné p < 0,01.

5.1.2. Ovéreni exprese megalinu v bunéénych modelech

Pro vybér vhodného bunétného modelu se signifikantni expresi megalinu, bylo
provedeno porovnani exprese megalinu v dostupnych liniich s jeho deklarovanou expresi,
metodou Western blotting. Exprese megalinu byla ovéfena u tifi bunéénych linii - OK,
LLC-PK1 a JEG-3 a jako porovnavaci vzorky byly pouzity vzorky nativnich tkéani - izolované
ledvinné potkani buiiky a intaktni ledvinna tkan potkana a prasete (obr. 24). Kontrola nanasky
vzorku byla provedena protildtkou B-aktinem (obr. 25). Pomoci této metody jsme potvrdili
vyznamnou expresi sledovaného megalinového endocytarniho receptoru v bunéénych liniich
LLC-PK1 a JEG-3. V bunécné linii OK nebyla exprese megalinu s pomoci metody Western
blotting potvrzena. Srovnavaci vzorky potkanich bun¢k a prasecich ledvin vykazovaly téz

vyraznou expresi megalinu (obr. 24).



63

a b)) ¢ d e f) g h i) j) k I

Obr. 24. Exprese megalinu v bunéénych liniich OK (a, b) LLC-PK1 (¢, d) a JEG-3 (k, 1). Jako
srovnavaci vzorky byly pouzity izolované buiky potkana (g, h), nativni ledvinna tkan potkana (i, j) a

prasete (e, f).

...-‘. ——

Obr. 25. Kontrola nanasky vzorku pomoci protilatky B-aktin ve vzorcich nanesenych ve stejném

potadi jako obr. 24.

5.2. Priprava a kontrola radioaktivné znacenych peptidi

Znaceni parentnich peptidi vychdzelo zdfive vyvinutych metod, ale znaceni
metabolith bylo tfeba optimalizovat. Tento optimalizovany postup je popsan v metodické
casti v kap. 4.3.3. V ptipad¢, ze Cistota radiopreparatu peptidu byla nevyhovujici, byla doba
inkubace peptidu s radionuklidem za teploty mistnosti prodlouzena.

Radiochemicka cistota vSech znacenych peptidi byla stanovena ihned po znaceni
peptidu metodou ITLC a nasledné¢ byla ovéfena HPLC systémem. Ziskana radiochemicka
Cistota k biologickym experimentiim pouzitych radiopreparatii ptesahovala 95 %. Pro ilustraci

je uveden ITLC a HPLC chromatograficky profil '”’Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr na obr. 26 a 27.
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Obr. 26. Piiklad radiochemické analyzy metodou ITLC. Pik mezi 10-60 mm chromatogramu

reprezentuje | 'Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr, maly pik v oblasti 110 mm pak volné nenavazané '’ "Lu.
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Obr. 27. Ptiklad analyzy radiochemické Cistoty radiopeptidu metodou HPLC. Pik s reten¢nim casem

. . L 177 . . . “ o s
7 min reprezentuje volné ''Lu, které se nenavazalo na peptid. Vetsi pik s elu¢nim ¢asem kolem 25

min reprezentuje | Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr.
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5.3. Transmembranovy transport radiopeptidi in vitro

5.3.1. Posouzeni podilu aktivniho a pasivniho transportu na bunécné
kumulaci radiopeptidi

Pro zékladni posouzeni piispévku pasivnich a aktivnich transportnich mechanismi
k uptake studovanych radioaktivné znalenych latek, byla testovana jejich akumulace
v bunikach pii standardni inkubacni teplot¢ 37 °C a snizené teploté¢ 4 °C, inhibujici
energeticky zavislé procesy. Tyto experimenty provedené¢ s LLC-PKI1 bunkami ukdzaly
signifikantni snizeni kumulace vSech radioaktivné znacenych peptida, kromé tripeptidu
""Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr, vlivem teploty 4° C (obr. 28). Efekt sniZené teploty byl
nejvyrazn&jsi po 2 h inkubace u '"’Lu-DOTA-NOC a '""Lu-PCTA-[Lys’Jbombesinu, kde
akumulace peptidu pii 4° C predstavovala 39,3 + 19,7 % ('"’Lu-DOTA-NOC) a 40,5 = 7,2 %
("""Lu-PCTA-[Lys’]bombesin) kumulace peptidu pti 37 °C. Minimalni inhibi¢ni efekt nizké
teploty byl naopak pozorovan u '"'Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr, kde kumulované mnoZstvi

radioaktivity pfi teploté 4°C ptedstavovalo 93,2 + 2,0 % mnoZstvi kumulovaného pii 37 °C.

B 37 °c
B -c

relativni uptake (%)

Obr. 28. Porovnani akumulace radiopeptidi a radiometaboliti v LLC-PK1 bunkach pii inkubaéni
teploté 37 °C a 4 °C. Data jsou prezentovana jako aritmeticky praimér + SD mnozstvi akumulovaného
radioaktivniho substratu (n=3), pficemz akumulace pii 37 °C piedstavuje 100 % Symbol * oznacuje
statistickou vyznamnost na hladin¢ p < 0,05, symbol ** na hladiné p < 0,01 symbol *** na hladin¢

p<0,001.



66

5.3.2. Transport radiopeptidii SLC transportéry
5.3.2.1. Transport zprostiredkovany hOAT1

Pro zjisténi, zda jsou ndmi testované radiopeptidy a radiometabolity substraty
hOATI1 transportéru, jsme pouzili pfechodné transfekované Hela buiikky. MnoZstvi
akumulovaného substratu v buiikach transfekovanych expresnim vektorem pro hOATI1 bylo
porovnano s mnozstvim substratu akumulovaného v buiikach transfekovanych prazdnym
vektorem. Zjisténa mira akumulace vSech testovanych radiopeptidi a radiometabolitii byla pti
porovnani bun¢k HeLa-hOAT1 a HeLa-pCMV6 béhem intervalu 120 min obdobnd (obr. 29).
Ani v jednom piipadé nebylo detekovano Zzadné statisticky vyznamné zvysSeni kumulace
studovanych latek v buiikach transfekovanych expresnim vektorem pro hOATI a kontrolnimi

bunkami.
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Obr.

prechodné transfekovanymi expresnim vektorem pro hOAT1 (e) a prazdnym vektorem pCMV6 ().
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29. Porovnani akumulace studovanych radiopeptidi a radiometaboliti v HeLa buikach

Data jsou prezentovana jako aritmeticky primér £ SD mnozZstvi akumulované radioaktivity (n=3).
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5.3.2.2. Transport zprostiredkovany hOCT?2

Pro zjiSténi potencialni Gcasti hOCT2 na ptenosu radiopeptidi a radiometabolitii
jsme pouzili pfechodné transfekované MDCKII bunky. Mnozstvi akumulovaného substratu
v bunikach transfekovanych expresnim vektorem pro hOCT2 bylo porovnano s mnozstvim
substratu  akumulovaného v buiikkach transfekovanych prazdnym vektorem-pCMV6.
Akumulace metabolitu '""Lu-DOTA-DPhe v MDCKII buiikach pfechodng transfekovanych
expresnim vektorem pro hOCT2 byla signifikantné vyssi (182,3 = 5,7 % kontroly) nez
kumulace v bunkdch transfekovanych prazdnym vektorem (obr. 30). ZvySeni bylo
signifikantni jiz po 30 minutdch inkubace s peptidem. U ostatnich latek nebyl statisticky
vyznamny rozdil mezi akumulaci v bunkéach transfekovanych expresnim vektorem pro

hOCT?2 a v kontrolnich bunikdch v z&dném casovém intervalu detekovan (obr. 30).
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Obr. 30. Porovnani akumulace studovanych radiopeptidi a radiometaboliti v MDCKII bunkach
prechodné transfekovanych expresnim vektorem pro hOCT2 (e) a prazdnym vektorem pCMV6 ().
Data jsou prezentovana jako aritmeticky primér £ SD mnoZstvi akumulované radioaktivity (n=3).

Symbol ** oznacuje statistickou vyznamnost na hladin¢ p < 0,01.
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5.3.2.3. Transport zprostiredkovany megalinem

Pro testovani ucasti aktivni endocytdzy zprosttedkované megalinem na bunécném
uptake radiopeptidi a radiometabolitii jsme pouzili specificky inhibitor megalinu — RAP
v u¢inné inhibi¢ni koncentraci. Preinkubace RAP s testovanymi latkami snizila akumulaci
viech studovanych radiopeptidd, ne viak zkoumanych radiometaboliti '’Lu-DOTA-DPhe
a ""Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr (obr. 31). Vysledky jsou vyjadieny jako pomé&mé sniZeni
kumulace radioaktivity po preinkubaci RAP oproti kontrole bez inhibitoru. Nejvyraznéjsi
inhibice transportu byla pozorovana u '”’Lu-DOTA-NOC (pokles akumulace na 51,4 + 18,7
% kontroly). Peptidy ""Lu-DOTA-TATE, "L u-DOTA-sargastrin a
""Lu-DOTA-[Lys’Jbombesin  vykazovaly podobnou hodnotu redukce akumulace
v pfitomnosti RAP (pokles na 45,9 = 11,7 %, 42,7 + 8,4 %, 33,6 = 9,8 % kontroly). Nejnizsi
inhibi¢ni efekt RAP byl pozorovan u obou zkoumanych metabolitd '~'Lu-DOTA-DPhe a
""Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr, u kterych ovlivnéni bun&éného uptake inhibitorem nebylo

statisticky vyznamné.
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""Lu znaGenych radiopeptidii a radiometabolitii v LLC-PK1 buiikach

Obr. 31. Porovnani kumulace
bez ptitomnosti RAP (kontrola) a pti inkubaci s RAP. Data jsou prezentovana jako aritmeticky pramér
+ SD mnozstvi akumulované radioaktivity (n=3), pfi¢emz akumulace v kontrolnich buiikach
bez ptitomnosti RAP predstavuje 100 %. Symbol * oznacuje statistickou vyznamnost na hladiné

p < 0,05, symbol ** na hladin€ p < 0,01, symbol *** na hladiné p<0,001.
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Mechnismus transportu zkoumanych latek byl dale ovéfovan kompetitivni studii
se znamym substratem tohoto transportniho mechanismu — albuminem. Signifikantni redukce
endocytozy radiokonjugatli bylo dosazeno pozitim albuminu v koncentraci 0,5 mg/ml a
vyssich u viech radiopeptidi krom& metabolitu a '"’Lu-DOTA-DPhe (obr. 32). Koncentrace
100 mg/ml albuminu snizila bunécny uptake nejvyraznéjSim zpuasobem u peptidu
""Lu-DOTA-NOC (090,0+3,1%) a u'"’Lu-PCTA[Lys’]bombesinu (o 86,0 + 2,1 %).
Snizeni uptake v pfipadd® '"’Lu-DOTA-[Pro', Tyr‘]bombesinu bylo 071,5+12,4% a
""Lu-DOTA-TATE s 54,0 + 14,2 %. Niz&i vliv albuminu na uptake byl pozorovan v piipadé
"L u-DOTA-sargastrinu, u kterého doglo ke sniZeni pii uvedené koncentraci kompetitoru
k poklesu 047,6+3,7%, au'''Lu-DOTA-[Lys’]bombesinu, u kterého bylo pozorovan
pokles akumulace o 46,8 + 1,6 % (obr. 32).
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Obr. 32. Vliv albuminu na akumulaci testovanych radiopeptidii a radiometabolitd v bunééné linii
LCC-PKI1. 10-minutova preinkubace s albuminem piedchazela hodinové inkubaci s testovanou latkou.
Symbol * oznacduje statistickou vyznamnost na hladiné¢ p < 0,05, symbol ** na hladin¢ p < 0,01,

symbol *** na hladin¢ p<0,001.
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5.3.2.4.  Transport zprostiredkovany fluidni endocyt6zou
Ptitomnost selektivniho inhibitoru fluidni endocytozy rottlerinu v inkubacnim médiu
vyustila v davkove zavislou inhibici uptake vSech peptidi konjugovanych s DOTA (obr. 33).
Inhibice endocytézy byla signifikantni jiz pfi koncentraci rottlerinu 0,5 uM. Akumulace
"TLu-PCTA-[Lys’]bombesinu nebyla inhibitorem ovlivnéna. Stejny nalez jsme pozorovali
pii stanoveni  vlivu rottlerinu na akumulaci dvou studovanych radiometabolith
"Lu-DOTA-DPhe a '"Lu- DOTA-DGlu-Ala-Tyr, u kterych nebylo té7 nalezeno

signifikantni ovlivnéni transportu (obr. 33).
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Obr. 33. Vliv rottlerinu na uptake testovanych radiopeptidii a radiometaboliti v LLC-PK1 bunkach.

45-minutova preinkubace s0-5 uM rottlerinem pifedchazela hodinové inkubaci s testovanym

peptidem. Symbol * oznacuje statistickou vyznamnost na hladiné¢ p < 0,05, symbol ** na hladiné

p < 0,01, symbol *** na hladiné p<0,001.
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5.3.2.5. Transport radiopeptidi ABC transportéry

Ke stanoveni vlivu transportéri P-gp a BCRP na transport radioaktivné znacenych
peptidi a radiometaboliti byla provedena transportni studie s vyuzitim insertd, které
umoziuji aplikaci zkoumané latky vzdy na jednu stranu a sledovani ptfestupu v jednom ¢i
v druhém sméru. Inzerty byly konfluentné porostlé MDCKII bunikami parentnimi ¢i stabilné
transfekovanymi P-gp nebo BCRP, nepropustnost bunécné vrstvy byla potvrzena ohmmetrem.
Ve stanovenych Casech byl odebran vzorek z protilehlého kompartmentu a byl porovnan
rozdil transportu ve sméru apikalni (A) — basolaterdlni (B) a B — A. Vysledky jsou
prezentovany jako % transportované radioaktivity vztazené k ddvce znaceného peptidu

vlozené do protilehlého kompartmentu (obr. 34 a 35).



177

Lu-DOTA-[Lys*lbombesin

0.03 7

% transportované aktivity

0.00 T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180

¢as [min]

""" u-DOTA-[Pro',Tyr*]lbombesin

0.020 A
v

% transportované aktivity

0.000 T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180
¢as [min]
177
Lu-DOTA-TATE
0.03 A

% transportované aktivity

0.00 T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180
¢as [min]
177

Lu-DOTA-DPhe

% transportované aktivity

0.0 T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180

time (min)

76

% transportované aktivity % transportované aktivity % transportované aktivity

% transportované aktivity

0

177

Lu-PCTA-[Lys’]bombesin

L0251

.000 T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180

¢as [min]

177Lu-DOTA-sargastrin
.025
e

.000 T T T T T T

0 30 60 90 120 150 180

¢as [min]
"""Lu-DOTA-NOC

015

.000 T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180
¢as [min]

"L u-DOTA-DGIu-Ala-Tyr

0.8 1
0.6
Y

"""""" v -

0.4 S

0.2

0.0 T T T T T T

0 30 60 90 120 150 180

¢as [min]

Obr. 34. Transport studovanych radiopeptidii a radiometabolitd v buikach MDCKII-P-gp. Symbol A

oznacuje transport ve smeéru A—B, V¥ transport ve sméru opacném (B—A).
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Obr. 35. Transport studovanych radiopeptidii a radiometaboliti v bunkdch MDCKII-BCRP. Symbol

A oznacuje transport ve sméru A—B, ¥ transport ve sméru opaéném (B—A).
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Porovnanim zjisténych transportnich charakteristik po 180 min inkubace bylo zjisténo,
ze mirny vliv na eflux peptidi z MDCKII buné€k mtze mit BCRP transportér pouze v ptripadé
peptidu  konjugovaného s  chelatatni  skupinou @ PCTA. Pomér transportu

u ""Lu-PCTA-[Lys’]bombesinu ve sméru A — B a B — A &inil 2 : 3.

5.4.Farmakokinetické studie in vivo

5.4.1. Biodistribuce radiopeptidii a radiometaboliti u potkanii

Vramci této studie byla porovnana organova distribuce dvou radiometabolitii
s distribuci jejich potencidlnich parentnich peptidl u potkana. Distribuce radioaktivity po i.v.
podani studovanych radiometaboliti '’Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr a '""Lu-DOTA-DPhe ve
vybranych organech potkant 5 min, 1, 2, 24 a 48 h po i.v. aplikaci je zobrazena v tab. 10 a
11. Zjisténé hodnoty radioaktivity v organech a tkénich po i.v. podani intaktnich radiopeptidi
"TLu-DOTA-MGI11 a ""Lu-DOTA-NOC shrnuji tabulky 8 a 9. Hodnoty jsou ve viech
pripadech uvadeény jako procento aplikované davky na gram hmotnosti organu ¢i tkané.

Eliminace '""Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr z krve byla pomérné rychld a jiz 120 min
po aplikaci byla v krvi detekovana jen velice nizka radioaktivita ve srovnani s mnozstvim
detekovanym bezprostfedné po aplikaci (tab. 10). Radiometabolit byl detekovan v Zaludku jiz
5 min po aplikaci a radioaktivita pietrvavala 60 min po aplikaci. V delSich intervalech
od aplikace byl patrny rychly pokles aktivity v tomto organu. Zatimco v kratSich casovych
intervalech byla radioaktivita detekovand v tenkém stieveé, v tlustém stievu se objevuje
s Casovym odstupem (tab. 10). Nejvy$si mira uptake a retence radioaktivity po podani
"TLu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr byla pozorovéna v ledvinach experimentalnich  zvifat.
Radioaktivita v ledvinné tkdni pietrvavala 1 v nejdelSich casovych intervalech (tab. 10).
Na druhou stranu, aktivita nalezend ve slinivce a nadledvinach byla jiz v kratkych ¢asovych
intervalech po aplikaci zanedbatelna. 24 h a 48 h po aplikaci byla vyznamna aktivita
detekovana pouze v tlustém stfeve a ledvinach (tab. 10).

Druhy zkoumany radiometabolit ''Lu-DOTA-DPhe vykazoval rychly pokles
koncentrace v krvi a nizkou miru uptake ve vét§in¢ organt kromé ledvin a GIT (tab. 11).
V tenkém stievé byla radioaktivita detekovana v kratSich casovych intervalech po podani,
v tlustém stievé se vyznamnéjSi mnozstvi objevuje az po 24 hodindch od podani latky. Za
24 h a 48 h od aplikace byla radioaktivita nalezena pouze v tlustém stievé a ledvinach (tab.

11).
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Hladiny radioaktivity vkrvi pokusnych zvifat po podani '"’Lu-DOTA-MGII
vykazovaly opét pomérné rychly pokles, nebot” hodnoty 120 min po aplikaci byly témét o dva
fady nizsi nez v prvnim odb&rovém intervalu (tab. 12). NejvyraznéjsSim rysem distribuce této
latky byl vyrazny uptake a retence v ledvinach srovnatelna s '"'Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr.
Vyznamné mnozstvi radioaktivity bylo také nalezeno jak v tenkém, tak v tlustém stifevé
zvifat.

Biodistribuce '"’Lu-DOTA-NOC byla charakterizovana také pomérné strmym
poklesem hladin v krvi, vysokym zachytem radioaktivity v nadledvinéch, slinivce a ledvinach
(tab. 13). Vysoky organovy uptake v téchto organech byl doprovazen dlouhodobou retenci
radioaktivity. Jesté 48 h po aplikaci bylo mnozstvi detekované radioaktivity v nadledvinach

a slinivce nesrovnatelné vyssi nez u tii vyse uvedenych sloucenin.

Tab. 10. Distribuce radioaktivity po i.v. aplikaci '”’Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr ve vybranych organech
potkana (% ID/g). Data jsou prezentovana jako aritmeticky primeér + SD (n= 3).

Doba po podani

Organ 5 min 60 min 120 min 24 h 48 h

Krev 14.00 + 1.56 1.21 £0.04 0.22 £0.02 0.00 +0.00 0.00 +0.00
Jatra 1.49+£0.16 0.24 £0.02 0.15+£0.02 0.10 £0.01 0.08 £0.01
Slinivka 0.12 +£0.03 0.01 +£0.00 0.00 + 0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00
Nadledviny  0.02 £ 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00
Ledviny 16.51 £6.96 1.18+£0.24 1.30 £ 0.65 0.57 £ 0.06 0.51 £0.08
Plice 0.93+0.14 0.09 £ 0.01 0.03 +£0.00 0.01 £0.00 0.00 +0.00
Zaludek 0.68 +£0.16 0.60 +£0.70 0.05 +0.00 0.01 £0.00 0.00 +0.00
Tenké stfevo  1.78 £0.31 0.79 £ 0.26 2.06 +£2.45 0.05 +£0.02 0.05 +£0.05
Tlusté sttevo  1.02 £ 0.15 0.13 £0.05 0.09 +0.05 233 +1.23 1.46 +1.33




Tab. 11. Distribuce radioaktivity po aplikaci
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(% ID/g). Data jsou prezentovana jako aritmeticky primeér = SD (n=3).

Lu-DOTA-DPhe ve vybranych organech potkana

Doba po podani

Organ 5 min 60 min 120 min 24 h 48 h

Krev 1.99 £0.17 0.23 £0.08 0.03 £ 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
Jatra 0.19 £ 0.03 0.07 £0.01 0.02 £ 0.01 0.01 +£0.00 0.01 +£0.00
Slinivka 0.18 £0.00 0.03 £0.01 0.01 £0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
Nadledviny  0.21 £ 0.02 0.03 £0.01 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 £ 0.00
Ledviny 6.02 £3.95 0.74 £0.27 0.36+0.16 0.21 £0.02 0.28 £0.16
Plice 0.45 +0.06 0.07 £0.02 0.01 +£0.00 0.00 + 0.00 0.00 £ 0.00
Zaludek 0.25+0.17 0.15+0.09 0.08 £ 0.08 0.01 +£0.00 0.00 + 0.00
Tenké stftevo  0.43 +£0.46 0.27 £0.03 0.31+0.07 0.01 +£0.00 0.00 + 0.00
Tlusté sttevo  0.09 + 0.02 0.02 +0.00 0.01 £0.01 0.37 £ 0.04 0.09 +0.04

Tab. 12. Distribuce radioaktivity po aplikaci

177

(% ID/g). Data jsou prezentovana jako aritmeticky primeér = SD (n=3).

Lu-DOTA-MGT11 ve vybranych organech potkana

Doba po podani

Organ 5 min 60 min 120 min 24 h 48 h

Krev 12.54 £ 1.09 1.22+0.21 0.16+0.06 0.00 +0.00 0.00 +0.00
Jatra 1.33+£0.12 0.25+0.03 0.16+0.02 0.13 £0.01 0.12+£0.01
Slinivka 0.13 £0.02 0.02+0.00 0.01£0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00
Nadledviny  0.02 £ 0.00 0.00+0.00  0.00=+0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00
Ledviny 17.60 + 1.09 3,69+ 042 0.44+0.30 0.50 £ 0.03 0.59+£0.17
Plice 0.91+0.18 0.11+0.02 0.02+0.01 0.01 £0.00 0.01 £0.00
Zaludek 1.11 £0.39 045+0.25 047+0.26 0.17 £0.09 0.05 +£0.01
Tenké stfevo  1.94 +0.29 2.77+040 2354238 0.11 £0.01 0.06 £ 0.06
Tlusté sttevo  1.02 +0.09 0.16+0.07 0.11+0.05 1.79 £ 0.84 0.45+0.29

177

Tab. 13. Distribuce radioaktivity po aplikaci ''Lu-DOTA-NOC ve vybranych organech potkana

(% ID/g). Data jsou prezentovana jako aritmeticky primeér = SD (n=3).

Doba po podani

Organ 5 min 60 min 120 min 24 h 48 h

Krev 2.33+0.36 0.43 £0.03 0.11 £0.01 0.01 £0.00 0.01 £0.00
Jatra 0.46 +£0.10 0.29 +0.03 0.25 +£0.02 0.23 £0.05 0.19 £0.02
Slinivka 6.80+0.77 11.04£191 9.76+1.97 548 £1.22 4.87 £0.64
Nadledviny 10.76 £ 2.01 21.47+£6.55 19.48+4.40 16.49 +1.97 17.17£3.13
Ledviny 6.83 £0.95 2.24 +£0.31 2.01 +£0.13 1.99 £ 0.39 1.80 £0.37
Plice 0.83+0.17 0.23 £0.02 0.11 £0.02 0.06 +0.00 0.06 £ 0.01
Zaludek 0.86 £ 0.22 1.23+£0.28 0.99 £0.28 1.06 £0.22 0.98 £0.15
Tenké sttevo  0.49 +£0.13 0.54 £0.23 0.53+0.16 0.37 £0.08 0.30 +£0.03
Tlusté sttevo  0.27 + 0.02 0.33 £ 0.06 0.33 £ 0.03 0.88 +£0.10 0.65+0.24
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5.4.2. Eliminace radiopeptidii a radiometabolitii u potkant
Vysledky kumulativni exkrece radioaktivity v moci a vykalech potkani béhem 48 h,
jez trvala eliminacni studie, jsou zobrazeny pro vSechny studované latky v tab. 14.
Vylucovani do moci bylo pievladajici elimina¢ni cestou obou radiometabolitii 1 radiopeptidd.
Vétsina radioaktivity byla vylou¢ena béhem prvnich dvou hodin po i.v. aplikaci.
Tab. 14. Kumulativni exkrece radioaktivity (% ID) moci a vykaly po i.v. aplikaci studovanych

radiometabolitii a radiopeptidii potkaniim. Data jsou prezentovana jako aritmeticky primér = SD
(n=3).

2h 24 h 48 h
Latka Mo¢ Vykaly Mo¢ Vykaly Mo¢ Vykaly
- 53.64 - 83.13 5.33 85.07 7.52
Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr
+40.82 + 13.26 +4.09 +11.67 +6.01
- 70.35 - 83.53 4.68 85.53 7.83
Lu-DOTA-MG11
+12.91 +10.90 +2.53 + 8.98 +6.56
- 65.73 - 88.63 7.98 90.31 9.58
Lu-DOTA-DPhe
+26.89 +16.61 +4.25 +15.99 +5.46
- 53.99 - 68.97 7.07 72.44 11.94
Lu-DOTA-NOC
+13.94 +6.89 +4.67 +6.70 +5.47
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6. Diskuze

Pti pouziti radioaktivné znaCenych peptidovych analogi pro ucely PRRT je
vyznamnym limitujicim faktorem nefrotoxicita téchto radiofarmak zptsobena kumulaci a
retenci radioaktivity v ledvinné tkani, kterd vede k lokalnimu ozéteni (Melis et al. 2012; Vegt
et al. 2011). Farmakokinetika vétSiny radioaktivné znaCenych peptidi je charakteristicka
rychlou eliminaci z krve a vysokou mocovou exkreci (Kopecky et al. 2005; Fani et al. 2012).
Pfi¢inami téchto vlastnosti je obecné nizka vazebnost radiopeptidi na plazmatické proteiny a
molekulova hmotnost do 12 kDa, coz umoznuje efektivni odstrafiovani peptidii glomerularni
filtraci v ledvinach. Radioaktivita je sice z velké miry nasledn¢ vyloucena moci, avSak ¢ast
davky je dle soucasnych znalosti resorbovand bunkami proximalniho tubulu. Po transportu
pies bunéénou membranu dochézi k presunu do lysozomt, kde mize dochazet k metabolizaci
a vzniku radiometabolitl, které jsou zde retenovany a mohou ozatovat ptilehlou tkan (Barone
et al. 2005; Rolleman et al. 2003). Zasadnim prvkem tohoto procesu je tedy transport
radiopeptidii do ledvinnych bunék. Objasnéni mechanismi, které se podileji na bunécném
uptake, muze byt vyuzitelné pii hledani zplsobi, jak nezadouci ledvinné akumulaci
radiopeptidl zabranit ¢i jak formulovat nové slouceniny postradajici tuto nezadouci vlastnost.

Ptestoze se zda, ze vyznamnym faktorem odpovédnym za uptake je aktivni
endocyt6za pomoci megalinového systému (de Jong et al. 2005a), otdzkou stale zlstava, zda
se na akumulaci v ledvinnych bunikdch mohou podilet dal$i transportni mechanismy (Melis et
al. 2007). Detailn¢j$i poznani mechanismil transmembranového transportu radiopeptidii
zaroven muze prispét k dalSimu prohloubeni znalosti uptake radiopeptidii v dalSich tkanich
vcetné cilové nadorové tkané. Zatimco u intaktnich radiopeptidi z ndmi zkoumanych
strukturnich skupin je biodistribuce a eliminace vétSinou preklinickymi studiemi dobie
popsana (Cihlo et al. 2008; Laznicek et al. 2002a; Ocak et al. 2011; Wild et al. 2003), tak
otevienou otazkou, kterd zatim nebyla relevantné zkoumana, je celkovy osud radiometabolitii
v organismu a piipadna ucast extrarenalné¢ formovanych metaboliti na nezddouci ledvinné
akumulaci radioaktivity. Udaje o mechanismech jejich transportu do bunék a o rozdilech
v téchto mechanismech mezi intaktnimi radiopeptidy a jejich radiometabolity zatim byly zcela
nedostupné.

Pocet relevantnich experimentalnich studii zaméfenych na ledvinny transport
gastrinovych, bombesinovych a SST radiopeptidi je do soucasné doby pomérné¢ omezeny.
Studium této problematiky totiz vyZaduje komplexni piistup, ktery zahrnuje metody znaceni

radionuklidy, analyticky aparat pro stanoveni kvality radiopreparati a pokrocilé
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farmakologické a molekularné-biologické metody. V dosud provedenych studiich zamétenych
na ledvinné chovani radiopeptidii experimentatoti obvykle pouzili in vivo a ex vivo modely,
které¢ sice umoznuji popsat distribuci radiofarmak v organismu a v ledvinné tkani, avSak
obtiznéji se ziskavaji informace o molekularnich mechanismech, které farmakokinetiku
radiopeptidii determinuji. Jako idealni pfistup se jevi kombinovat in vivo experimenty
s modely in vitro, které dopliuji celkovy obraz chovani latek v organismu detailnimi
informacemi o mechanismech. Tato prace si kladla za cil 1épe porozumét mechanismim
ledvinové akumulace radiopeptidli, se zaméfenim na hodnoceni mozné Ucasti vybranych
transportnich membranovych procesti a to piredev§im pomoci in vitro testovani bunénych
linii. Soucasné¢ jsme se vedle transportnich mechanismi intaktnich radiopeptidi
determinujicich jejich farmakokinetiku, zaméfili na transportni mechanismy odpovédné za
transmembranovy transport vybranych metabolitti radiopeptidl, které vznikaji v organismu.
V tomto piipad¢ bylo nutné ovSem studii doplnit o experimenty zkoumajici farmakokinetiku

in vivo, protoze na rozdil od intaktnich radiopeptidii u radiometaboliti relevantni udaje o

osudu in vivo obecné chybi.

Pti znaceni studovanych peptidovych analoghi vybranym radionuklidem autorka
navazovala na vyzkumné prace provadéné na pracovisti v predchozim obdobi a vychazela
proto pii vyvoji metod znaceni z téchto zkuSenosti. Pro vyvoj znaceni jednotlivych peptida
bylo tfeba vzdy provést optimalizaci znaCeni a ovéfeni kvality. Technika radioaktivniho
znaCeni je narocna piedevSim z hlediska zachovani Cistoty a preciznosti, avSak vysledky
ovéfeni kvality radiopreparatli ukazuji, Ze se podafilo dosahnout vysokého standardu. Pro
znadeni peptidii byl pouzit terapeuticky radionuklid '""Lu, ktery je klinicky relevantni
z hlediska ptipadného radiotoxického poskozeni tkani, nebot emituje relativné biologicky
ucinné zaieni (Kaltsas et al. 2005). DalSim dilezitym faktorem pii vybéru radionuklidu je
aktualnost jeho aplikace a vyuZivani v klinickém vyzkumu a praxi. V tomto sméru je '’ 'Lu
modernim a perspektivnim radionuklidem ptfedevSim pro cilenou 1é€bu mensich nadorovych
1ézi vybranych nadorti (Bison et al. 2014b). Z praktického pohledu mé vybrany radionuklid
velice vhodné fyzikalni parametry, jako je dostatecn¢ dlouhy polocas radioaktivni pfemény,
coz vytvari potfebny cCasovy rdmec pro provadéni experimentalnich praci po dodani
radionuklidu. Dal§im dalezitou vlastnosti '"'Lu je, Ze je velmi dobfe chelatovano
standardnimi typy chelatorti jako je DOTA (Koumarianou et al. 2009), které se pouzivaji
v dnes dostupnych preparatech receptorové specifickych peptidovych analogl. Stejné jako
"n, které bylo vyuzito v minulosti ke znageni biomolekul na pracovisti v fad& ptipadd, je i

"TLu trojvazné, coz umoZituje stejnou stechiometrii vazby na cheldtor a vyuZiti analogickych
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postuptt pro znaCeni. Autorka tedy postupné zvladla a zavedla znaceni bombesinovych,
gastrinovych a SST analogti '"’Lu a v dal3i fazi pouzila obdobné techniky pro vyvoj metod k
stabilnimu znaCeni vybranych metabolitli receptorové specifickych peptidii. Radiochemické
parametry, které byly pomoci pouzitych analytickych metod stanoveny, svéd¢i o tom, ze
ve vSech piipadech se radiopreparaty podafilo pfipravit v odpovidajici kvalitg.

Pro ovéfeni ucCinnosti znaCeni a kontrolu Cd{istoty pripraveného radioaktivné
znacené¢ho peptidu byly pouzity dvé analytické metody, které se v radiofarmacii a piti vyvoji
radiofarmak k tomuto ucelu standardné pouzivaji. Vyhodou metody ITLC je rychlost
provedeni, coz dovoluje kontrolu Cistoty v pribéhu znaceni, a velmi nizké mnozstvi
radiopreparatu potiebného pro analyzu. Vysledky jsou vSak zalozeny pouze na radiometrické
detekci. Pro ovéfeni vysledkli byla proto pouzita jesté kontrola Cistoty preparatd s vyuzitim
metody HPLC, ktera je naro¢néjsi jak Casove, tak pristrojové. Tato metoda ovSem umoziuje
méfit kvalitu preparatu na zakladé radiometrickych a soucasné fotometrickych parametri.
Metody byly kombinovéany tak, ze ITLC byla pouzita okamzit¢ po ukonceni znaceni ke
kontrole dosazené¢ Cistoty. Pokud vzorek radiochemicky nevyhovoval, byl prodlouzen interval
znaCeni, dokud nebylo dal§i analyzou prokazano, ze preparat dosahuje pozadované
radiochemické cistoty. Nasledné byl okamzité pouzit pro biologické experimenty. Paralelné
se zahajenim experimentl byla provedena kontrola pomoci HPLC k sekunddrnimu potvrzeni
Cistoty preparatu. Stabilita znaceni peptidi bylo ovéiena znovu HPLC metodou 4 hodiny po
oznaéeni peptidu. Udaje o dlouhodobé stabilité (24 hodin) radiopeptidti byly publikovany
v ptedchozich vyzkumnych sdélenich pracovisté (Pettik 2008; Korec 2009).

Receptoroveé specifické peptidy jsou tvorené peptidovym fetézcem, ktery obsahuje
doménu pro vazbu na receptor a chelatujici strukturu, kterd vaze radiokov. Stejn¢ jako ostatni
peptidy, jsou pravdépodobné v organismu degradovany peptiddzami za Stépeni peptidového
fetézce. Ackoliv je metabolickd stabilita mnoha receptorové specifickych peptidii mnohem
vys$i v porovnani s prirozenymi peptidy (Akizawa et al. 1998; Behr et al. 1999), i u nich
dochazi v urcité mife k degradaci. Ke Stépeni dochdzi v oblasti peptidového fetézce, a tak
vznikd jako finalni metabolit chelator nesouci radiokov a aminokyselinovy fetézec rtzné
délky. Retézec je $tdpen na vice mistech a vyslednym metabolitem muiZze byt aZ chelator
s jednou pfipojenou aminokyselinou (Ocak et al. 2011; Akizawa et al. 2008). Mezi mista
zodpovédna za degradaci radiopeptidi a tvorbu metaboliti v organismu patii jatra, ledviny,
plazma nebo nédorova tkan (Bass et al. 1998; Ocak et al. 2011), ale pfedpoklada se 1 prispéni

dalSich organa a tkani. Vzniklé metabolity pak mohou byt navic distribuovany do dalSich
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casti téla. Ledviny jsou tak jednak mistem vzniku téchto radiometabolitd (Akizawa et al.
2008; Ocak et al. 2011), tak 1 moznym mistem plisobeni radiometabolitii uvolnénych z jater ¢i
z 1é¢bou destruovanych naddorovych bunék. Proto je dalezité zjistit, jak mohou byt metabolity

radiopeptidl transportovany z krve nebo moci do tkani.

Pro moznost urcitého zobecnéni ¢i naopak urceni specifickych rysti chovani
studovanych peptidil a jejich metabolitli, byly vybrani zastupci peptidl z rtiznych strukturnich
skupin. Analogy SST jsou zatim klinicky nejvyuzivanéjsi skupinou peptidil, nebot’ sem patii
dillezity peptid pouzivany pro scintigrafické zobrazovani - '''In-DTPA-oktreotid (Krenning et
al. 1992). Pro testovani vramci této prace byli vybrani dva zastupci SST derivath —
DOTA-TATE a DOTA-NOC. Obg latky znacené '""Lu byly jiz testovany v klinickych
studiich (Van Essen et al. 2007; Wehrmann et al. 2007). O jejich metabolismu jsou zatim jen
omezené udaje, ale pravdépodobnymi findlnimi metabolity SST peptidii znacenych kovovymi
radionuklidy jsou konjugaty posledni aminokyseliny s navézanou chelatujici skupinou a
chelatovanym radiokovem (Akizawa et al. 2001). '"’Lu-DOTA-DPhe piedstavuje finalni
metabolicky produkt, ktery miize byt potencidlné tvofen béhem metabolismu SST analogt
(Akizawa et al. 2008). Vzhledem ke své rozdilné velikosti existoval piedpoklad, ze takovy
metabolit miize interagovat s jinymi transportnimi systémy, nez s kterymi interaguji veétsi
peptidy, a jeho farmakokinetické chovani v organismu by se mohlo od parentnich peptida
lisit.

DOTA-MGI11 a sargastrin jsou zastupci gastrinovych analogl, skupiny ptavodné
vyvinuté k zobrazovani a 1é€b¢€ metastazujiciho karcinomu §titné zlazy (Brans et al. 2006).
Skupina CCK/gastrinovych analogii se vyznaCuje relativné mens$i in vivo stabilitou.
Proteolytickym stépenim DOTA-MG11 vznikd vice produkti, jednim z nich je tripeptidovy
metabolit DOTA-DGlu-Ala-Tyr (Ocak et al. 2011). Vétsi molekulova hmotnost tohoto
metabolitu nez vykazuje studovany vySe uvedeny SST metabolit byla vyuzZitelnym
parametrem pro porovnani vlivu velikosti molekuly radiometabolitu na farmakokinetické

parametry a na interakci s membranovymi transportéry.

Posledni skupinu studovanych peptidi tvofily latky odvozené od bombesinu.
V ramci této skupiny bylo mozné posoudit i pfipadny vliv typu chelatujici struktury na
sledované parametry, nebot’ identicky peptid byl konjugovan bud’ s cheldtorem DOTA nebo
PCTA. Zérovein bylo mozné porovnat dva peptidy, liSici se aminokyselinami ve tfech

pozicich peptidového fetézce.
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Experimentalnim modelem, ktery byl dalezity pro =ziskdni informaci
o transmembranovém transportu zkoumanych radiopeptidii a radiometabolitii, byly v této
praci pfechodné transfekované bunécné linie. Metoda pfechodné indukce exprese vybraného
transportéru sice patii obecné k standardné pouzivanym metodam v oblasti studia
transportnich mechanismu, avsak jeji pouziti vzdy vyzaduje pomérné rozsahlou optimalizaci,
ktera zahrnuje predevsSim vybér vhodné bunécné linie a nastaveni transfekéni metody. Vybér
bunécné linie byl zaloZen na experimentalnich a literarnich dajich o nizké mife exprese
studovanych transportérii. Mala nebo zadna exprese v ptivodnich bunkéch je predpokladem
pro dosazeni co nejvys§iho rozdilu v expresi daného transportéru mezi parentnimi a
transfekovanymi buiikkami. Vyrazny rozdil v expresi pak umoznuje detekovat piipadnou
interakci zkoumané latky s transportérem s vysokou signifikanci. Pro oba testované
transportéry ze skupiny SLC pfenasecu bylo testovano vice bunécnych linii, mezi nimi 1 dvé
k t€émto uCelim nejCastéji pouzivané bunétné linie - HeLa a MDCKII. V prvni fazi byla
optimalizovdna metoda pfechodné transfekce expresnim vektorem pro hOAT1 (Mandikova
2014). Tyto testy ukazaly, Ze pfi porovnani vSech zvolenych bunécnych linii vykazuje
minimalni akumulaci standardniho substratu OAT linie HelLa bunck, coz dokazuje nizkou
prirozenou expresi tohoto transportéru. V souladu s timto nalezem je i nizka exprese OATI1
v HeLa buiikach, ktera byla dokumentovana 1 jinymi autory (Ahlin et al. 2009). Na rozdil od
HeLa bun¢k, optimalizacni studie s liniit MDCKII ukazala, ze transfekce hOATI u této linie
nevede k dostatenému zvySeni funkcni exprese hOAT1 (Mandikova 2014). S cilem vyuzit
pro transfekci stejnou linii jako v pfipadé hOATI, byla provedena optimaliza¢ni studie
zaméefena na prechodnou transfekci linie Hela expresnim vektorem pro hOCT2. Ani po
rozsadhlych obménach transfekénich podminek se ovSem nepodafilo dosahnout efektivni
indukce exprese transportéru. Naopak, v ptipad¢ linie MDCKII transfekce transportérem
hOCT?2 vedla k efektivni indukci jeho exprese. Z téchto diivodu byla jako in vitro bunécny
model pro kazdy transportér pouzita jina bunécna linie. OvSem z literarnich udaji je znamo,
ze MDCKII exprimuji OCT2 transportér minimalné nebo vibec (Quan et al. 2012). A tak i
v tomto piipadé¢ mohlo byt dosazeno pro experimenty Zadouciho velkého rozdilu v expresi
mezi puvodnimi a transfekovanymi bunkami. Pouziti rozdilnych linii pro rtizné transportéry
ovSem nijak neovlivnilo vysledky transportnich in vitro studii, protoze akumulace
studovanych radiopeptidit byla vzdy vztahovana k pfislusSnym kontrolnim buikam
transfekovanym prazdnym vektorem. VIiv pfipadnych rozdili v pfirozené expresi

transportériit mezi danymi bunéénymi liniemi byl timto eliminovan.
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Pro testovani vlivu aktivnich transportnich mechanismi pii pfenosu peptida byla
vybrana linie prasecich ledvinnych bun¢k — LLC-PKI1, které jsou v odborné literatuie
popisovany jako vhodny model ke studiu reabsorpce proteini ledvinovym proximalnim
tubulem (Takakura et al. 1995). Zasadni byla jinymi autory popsana ptitomnost megalinového
transportniho systému u této linie (Nielsen et al. 1998), nebot’ ten je povazovan za vyznamny
transportni mechanismus pro uptake radiopeptidii (de Jong et al. 2005a). Pro ekonomickou
nedostupnost nebylo mozné pii studiu megalinem zprostfedkovaného transportu pouzit
metody tranzientni transfekce transportérem, podobné jako u zkoumanych SLC transportéri.
Pokusili jsme se ovSem vyuzit dalSich dostupnych molekularné-biologickych metod, které by
umoznily identifikovat tlohu megalinu pfi transportu studovanych latek. Pfistoupili jsme
k testovani vyuzitelnosti genové inhibice siRNA, avSak funk¢ni testy neukazaly vyznamnou
inhibici funkce megalinu pfi tomto postupu i1 pies pouziti n¢kolika komeréné dostupnych
druhti siRNA, kter¢ se liSily vyrobcem ¢i sekvenci, a to i pies rozsahlou optimalizaci s pomoci
ruznych transfekénich metod. Protoze je siRNA ve své podstaté velice kiehka, a po prestupu
do cytoplazmy je rychle degradovana, je zapotiebi relativné vysokych déavek k dosazeni
vysledku. VyzkousSeli jsme proto jesté inhibici exprese megalinu pomoci shRNA. Ani v tomto
piipad¢ vSak nebylo dosazeno uspokojivého vysledku. Tyto metodické studie nejsou
v disertacni préaci prezentovany. Neuspéch uvedenych metod miize byt vysvétlen velikosti
transportéru. Inhibovat expresi molekuly o hmotnosti 600 kDa pravdépodobné vyzaduje
zablokovani procesu na vice mistech, nez umoziovaly dostupné piipravky. Moznou cestou,
jak prokazat transport radiopeptidii a radiometaboliti megalinem a jeho specificitu, se ukéazalo
pouziti inhibicnich studii s LLC-PK1 bunkami exprimujicimi megalin pfirozen¢ s pomoci
specifického inhibitoru - RAP (Sengul et al. 2013).

V prvni fazi transportnich experimentt bylo ovéfovano, zda se na transmebranovém
transportu zkoumanych peptidi a metaboliti v modelu ledvinnych bunék podileji aktivni
transportni mechanismy. Inhibici transportnich procest zavislych na ptfisunu energie snizenim
teploty, jsme docilili signifikantni inhibici uptake vSech radiopeptidii ve studii (obr. 28).
Prestoze teplotn¢ zavislé snizeni akumulace radiopeptidl v rendlnich bunkach bylo ve vSech
piipadech pouze ¢astecné, 1 tak tento nalez dokladd vyznamny podil aktivnich transportnich
procesti na tomto d¢ji. Vysledky prokézaly roli jak aktivnich, tak pasivnich transportnich
mechanismt u vSech studovanych peptidi. Spolutcast aktivnich a pasivnich transportnich
mechanismi pii bunééném uptake radiopeptidit ukazaly i prace zahrnujici jiné peptidy ze
skupiny SST ¢i gastrinovych derivata, ve kterych byl vyuzit experimentalni bunécny model

zaloZeny na nativnich ledvinnych bunkéch potkana (Trejtnar et al. 2008). Vzhledem k témto
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uvedenym studiim a tomu, ze donasi studie bylo zahrnuto pomérné Siroké spektrum
radiopeptidl, miizeme konstatovat, Ze pfispéni jak aktivnich, tak pasivnich mechanismt mize
byt obecnym znakem transportu radiopeptidii do ledvinnych bunék minimalné u latek

ze studovanych strukturnich skupin.

Jako predpokladany transportni mechanismus pro uptake radiopeptidi a
radiometabolitii v ledvinnych bunkidch byla studovana megalinovym receptorem
zprostiedkovana aktivni endocytdza, kterd zajistuje transport fady peptidl a proteinti aktivni
endocytézou. Tento multiligandovy endocytdrni receptorovy komplex hraje vyznamnou
transportni roli i u ndmi testovanych radiopeptidi. Pouzitim znamého inhibitoru megalinu
RAP (Sengul et al. 2013) doslo ke snizeni kumulace SST, gastrinovych i bombesinovych
analogti v LLC-PK1 buiikach (obr. 31), coz potvrzuje aktivni roli receptory zprostiedkované
endocytdzy i u téchto radiopeptidil. Uroveii inhibice akumulace pomoci RAP nebyla u viech
peptidi  stejnd. U '"Lu-DOTA-NOC, '"Lu-DOTA-TATE, '""Lu-DOTA-sargastrinu,
177Lu-DOTA-[Lys3 ]Jbombesinu a 177Lu-DOTA-[Prol,Tyr‘l]bombesinu doslo ke snizeni v mife
témef srovnatelné s vlivem sniZzené inkubacni teploty. Tento nalez by mohl naznacovat, ze
transport megalinem je rozhodujicim aktivnim transportnim mechanismem odpovédnym za
uptake studovanych radiopeptidi v ledvinnych bunkéach. Zda tento zavér lze vztdhnout i1
na jiné typy ledvinnych linii a nativnich ledvinnych bun¢k je tfeba potvrdit v dalSich

experimentech.

Na rozdil od uvedenych peptidii, bund¢na akumulace '""Lu-PCTA-[Lys’Jbombesinu
byla inhibovana pomoci RAP vyrazné¢ méné nez u ostatnich peptidi. Tato rlzna troven
inhibice akumulace peptidi pomoci RAP mulZze byt vysvétlena riiznou mirou vazby
radiopeptidll na vazebnd mista megalinu. Megalinovy receptor ma celkem 4 negativné nabité
vazebné domény (Orlando et al. 1998), avSak RAP se vaze pouze na 1 az 2 vazebna mista
(Schmitz et al. 2002). Peptid mlze tedy obsadit vyssi pocet mist, nez jsou mista ucinné
blokovatelna pouzitou koncentraci RAP. Vy3§i mira vazby vazby k megalinu u '’Lu-PCTA-
[Lys’]Jbombesinu mize byt zpisobena i niz§im podtem negativné nabitych skupin v molekule
PCTA ve srovnani s peptidy konjugovanymi s DOTA.

Role megalinového systému byla déle testovana s pouzitim piirozeného substratu —
albuminu v kompetitivni studii. V experimentech s buiikami exprimujicimi megalin byla
pozorovana inhibice akumulace vSech 6 radiopeptidi albuminem jiz v koncentraci 0,5 mg/ml
(obr. 32). Toto zjisténi potvrzuje vysledky experimenti dosazenych s inhibitorem RAP,

ze megalin hraje vyznamnou roli v bunéné¢ akumulaci téchto latek. Tyto vysledky ziskané
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in vitro jsou v souladu sndlezy studii in vivo sjinymi pfibuznymi radiopeptidy u mysi

"n znagenych peptidi

s deficienci megalinu, u kterych byla sniZzena ledvinnd akumulace
oktreotidu, oktreotdtu, minigastrinu, exendinu a neurotensinu (Melis et al. 2007). Redukce
uptake nebyla ani v tomto piipadé absolutni a dosahovala u jednotlivych peptidi od 22 %
('""In-oktreotid) k 65 % ('''In-exendin) v pomé&ru ke kumulaci u kontrolnich mysi. Caste¢ng
pretrvavajici ledvinny uptake u knockoutovanych mysi lze vysvétlit rezidudlni expresi
megalinu, ¢i piispénim dal$iho mechanismu ¢i mechanismii, které se mohou na ledvinném
uptake radiopeptidi téz podilet. U¢ast megalinu na uptake radiopeptidii byla prokazana i
in vitro studiemi s jinymi peptidy a jinymi bunéénymi ledvinnymi modely - buiikami vacice
(OK buriky) (Barone et al. 2005) ¢i nativnimi ledvinnymi bunikami potkana (Trejtnar et al.
2008). Ve studii s OK buitkami kompetitivni inhibice rtiznymi megalinovymi ligandy, ¢i
neznacenym oktreotidem vyustila pouze v polovicni snizeni uptake
""n-DTPA-DPhe-oktreotidu v buiikach (Barone et al. 2005), coZ v souladu s in vivo studiemi
opé&t naznacuje Ucast dalsi transportni cesty pii bunééném uptake radiopeptidi.

V kontrastu k intaktnim radiopeptidim nebylo u testovanych radiometabolitii
dosazeno signifikantni inhibice akumulace vlivem albuminu, jen pii vysokych koncentracich
kompetitoru (obr. 32). ProtoZze byla pozorovana i velice nizka kumulace radiopeptidu
v LLC-PK1 bunkéch i bez ptfidani albuminu, nelze vysledky povazovat za zcela validni
a transport radiometabolitli megalinovym systémem nebyl presvédCiveé potvrzen. Toto zjiSténi
také znamena, ze na rozdil od vétSich radiopeptidli, ledvinny uptake radiometabolith
pozorovany v biodistribu¢nich studiich neni pravdépodobné spojen s aktivni endocytdzou
megalinem. Byla vSak pozorovédna inhibice transportu obou radiometaboliti do LLC-PK1
bunc¢k pii snizené teploté, coz muze ukazovat na ucast dalSiho aktivniho procesu
zprostiedkovavajiciho vstup radiometabolit do bun¢k. OvSem bunécna kumulace metaboliti
byla na rozdil od intaktnich latek inhibovatelna nizkou inkubacni teplotou jen velmi omezené
(obr. 28), coz ukazuje, Ze tyto latky se do bun¢k dostavaji i pres CasteCnou ucast aktivniho
mechanismu v pfevazné mife pasivnim transportem.

Dalsi cestou uptake proteinii a peptidii do bunc¢k v ledvinach miize byt kromé
receptory zprostfedkované endocytézy 1 fluidni endocytoza. Howes et al. (2010) ukazali, ze
endocyt6za nezavisld na klathrinu mé vysokou kapacitu pro internalizaci membran a tekutin,
protoZe timto mechanismem se do buiky dostane az 70 % tekutiny. Tento mechanismus vSak
dosud nebyl jako cesta pro radioaktivné znacené peptidy testovan, piestoze nckteti autoii o

jeho ucasti spekulovali (Barone et al. 2005). K prikazu role fluidni endocytézy pfii
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transmembranovém pienosu radiopeptidli jsme pouzili inhibitor rottlerin. Tato latka je velmi
vhodnym nastrojem pro experimentalni studie, protoze plisobi velice rychle, ireverzibiln¢ a
selektivné do koncentrace 3 uM (Sarkar et al. 2005). Pouzity experimentalni model LLC-PK1
bunék je pro tyto ucely vhodny, protoze tyto bunikky maji prokdzanou schopnost fluidni
endocytozy (Nielsen et al. 1998). Nizsi akumulace vSech testovanych peptidi, kromé
"TLu-PCTA-[Lys’]bombesinu, v piitomnosti rottlerinu tak miiZe byt zpisobena inhibici
fluidni endocytdzy. Toto snizeni bunécného uptake bylo jednoznacné jiz po pouziti rottlerinu
v koncentraci 0,5 uM a se zvySujici se koncentraci se prohlubovalo (obr. 34). Proto mizeme
fici, ze fluidni endocytdéza mulze pfispivat k akumulaci radiopeptidii v buiikach spole¢né
s megalinem zprostiedkovanou endocytézou. Na rozdil od transportu parentnich radiopeptidii,
in vitro testy ucast fluidni endocyt6zy na bunécném uptake nepotvrdily ani u jednoho ze dvou

testovanych radiometaboliti.

Mnoho sloucenin je aktivné transportovano z krve do bunck proximalnich tubuli
procesem peritubularni absorbce a dale do moci prostfednictvim tubulérni sekrece. Tyto
procesy jsou zajiStovany fadou membranovych transportérii. Vyznamné jsou predevsim SLC
transportéry, které se podileji na influxu velké fady latek do ledvinnych bun¢k (Klaassen a
Aleksunes 2010). Pro ledvinnou exkreci, akumulaci a toxicitu fady latek hraji dlezitou roli
transportéry pro organické ionty ze skupin OAT a OCT. V této préci jsme studovali transport
radiopeptidl a jejich metabolitti transportéry hOAT1 a hOCT2, které byly vybrany proto,
ze uroven jejich exprese patii v ledvinach k nejvyssim (Nishimura a Naito 2005) a jejich
substratova specifita je pomérné Siroka (Klaassen a Aleksunes 2010).

Ugast transportéru pro organické anionty na transportu nékterych radiopeptidi byla
jiz diive naznacena ve studii in vivo, ve které bylo ukéazano, Ze aplikace standardniho
inhibitoru OAT probenecidu vyvolava snizeni ledvinného wuptake SST derivatu
"In-DOTA-TOC u potkanti témét o 30 % (Stahl et al. 2007). Jina in vivo studie ukazovala
na G&ast OAT transportéru na ledvinné akumulaci '''In znageného MGO (Sarkar et al. 2005).
Ovsem vliv OAT na ledvinou kumulaci radiopeptidii byl hodnocen jako méné¢ vyznamny
ve srovnani s ulohou megalinového endocytarniho systému (Stahl et al. 2007). Jasny dikaz
transportu receptorove specifickych radiopeptidit pomoci OAT vSak nebyl zatim k dispozici.

Nami provedené in vitro akumulacni studie porovnavaly akumulaci testovanych
SST, gastrinovych a bombesinovych analogii znadenych '"'Lu. Vysledky nepotvrdily zadny
vyznamny piispévek hOATI1 k bunécné kumulaci (obr. 29). Tento nélez je podpoten in vivo

studii u potkand, kde autofi nepozorovali signifikantni vliv substratu/inhibitoru OAT
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transportérit PAH na vychytavani oktreotidu v jatrech (Yamada et al. 1997). Rozdilny zavér
oproti studii provedené s pouzitim probenecidu miize byt vysvétlen skutecnosti, ze se
v nativnich potkanich ledvinach vyskytuje vice transportérti prenasejicich organické anionty,
které¢ jsou inhibovatelné probenecidem (napt. OAT3, OAT4, OAT-K1, OAT-K2, OATP)
(Enomoto et al. 2002; Feng et al. 2013). Pfesto, Ze jejich exprese je ve vétSin¢ pripad
mnohem niZ8i nez ndmi testovaného hOAT]1, jejich uloha v pfenosu radiopeptidi by méla byt
dale ovéfena. Ovsem vzhledem k tomu, Ze specifita OAT transportérti pro transport vhodnych
substratl neni obecné¢ piili§ vysokd, muze naznaCovat absenci interakce radiopeptidi
s hOATI, ze 1 interakce s dalSimi subtypy OAT miize byt pravdépodobné velmi omezena ¢i
nevyznamna.

Faktorem, ktery by mohl byt pfi¢inou chybéni interakce studovanych peptidi s
hOATI1 transportérem by mohla byt velikost testovanych latek. hOAT1 transportuje
predevs§im malé molekuly do 500 Da (Srimaroeng et al. 2008). Piestoze velikost molekuly ani
naboj nejsou striktné omezeny (VanWert et al. 2010), bylo mozné ocekavat, ze mensi
slouceniny jako jsou metabolity radiopeptidii, by mohly mit vySsi potencial pro interakci
s OAT. I nélez vysoké renalni exkrece **™Tc znadenych tetrapeptidd, zahrnujici intenzivni
tubularni sekreci (Trejtnar et al. 2008), kterd by u téchto zaporné nabitych latek mohla byt
zpusobena interakci s OAT, naznacovala, ze mensi radiopeptidy by mohly byt substraty
tohoto transportéru. Shikano et al. (2004) navic in vitro potvrdil, Ze i tripeptidovy komplex

9MTc-MAGS3 je transportovan potkanim OAT].

Vyssi pravdépodobnost interakce bylo mozné ocekavat u radiometaboliti s nizsi
molekulové hmotnosti, nebot’ obsahovaly ve struktufe pouze jednu, resp. tfi aminokyseliny.
Avsak naSe experimenty neprokdzaly Zzadny vlive hOAT1 na transport obou téchto
nizkomolekularnich metabolitd (obr. 29), piestoze '''Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr obsahuje
negativné nabitou karboxylovou skupinu glutamétu. V tomto ptipad¢ se zda byt rozhodujicim
jiz zminéné pravidlo, Ze substrat OAT méa mit hmotnost do 500 Da (Srimaroeng et al. 2008).
DOTA-DGlu-Ala-Tyr ma i bez radiokovu molekulovou hmotnost t¢émét 800, coz znamena,
ze nespliuje uvedena velikostni kritéria. Molekulova hmotnost samotného DOTA-DPhe lezi
na hranici limitu a sradiokovem dosahuje vice nez 700 Da, proto také neptedstavuje
optimalniho kandidata pro transport pomoci hOATI. Pro interakci s hOAT1 se nejevi jako
priznivé ani prostorové uspofadani '"'Lu-DOTA-DPhe, protoZe atom Lu méa podstatng vétsi
velikost ve srovnani s techneciem, které je navazano v **"Tc-MAGS3 tripeptidu s vyraznou

interakci s OATI.
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Transportér OCT2 preferuje dle soucCasnych znalosti pfedevSim malé a pii
fyziologickém pH kladné nabité substraty (Cano-Soldado a Pastor-Anglada 2012). Podmince
molekulové hmotnosti neodpovidaji testované peptidy, a tak absence signifikantniho
transportu je v souladu s uvedenymi skutec¢nostmi. Vysledky naSich studii ale prokazaly, ze
u metabolitil tomu muZe jiz byt jinak. Zatimco ''"Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr také neni
substratem hOCT2, u'”’Lu-DOTA-DPhe byl transport timto pfena§eCem v pouZitém
bunééném modelu potvrzen (obr. 30). Radiometabolit interaguje s hOCT2 piesto, Ze nese
volnou karboxylovou skupinu a nema zddnou skupinu bazickou. Bylo ale potvrzeno, ze OCT
neinteraguje vyhradné s kationickymi substraty, ale i s neutralnimi a dokonce anionickymi
slouceninami (Fujita et al. 2006). Podobné piekvapujici vysledky vSak ptinesla i jind studie,
ktera se zabyvala interakci SST radiopeptidu '''In-DOTA-TOC s OAT a OCT in vivo. Na
rozdil od prokdzané inhibice ledvinné akumulace tohoto radiopeptidu pouzitim OAT
inhibitoru probenecidu nebyla pifekvapivé pozorovana inhibice pomoci OCT inhibitoru
cimetidinu. Tento vysledek nebyl v souladu s piedpoklady autori, protoze molekula
""n-DOTA-TOC mé pii fyziologickém pH kationicky charakter (Stahl et al. 2007). Jaka je
role """Lu v interakei s hOCT2 je obtizné odhadnout, nebot’ dalsi Gidaje tykajici se interakce

tohoto pfenasece se slouceninami obsahujicimi chelatované atomy nejsou k dispozici.

Vedle influxnich mechanismi, které jsou odpovédné za bunécny uptake, se
na determinaci vysledné intraceluldrni koncentrace mohou podilet efluxni transportéry. Téméet
zadné udaje o studiu interakce radiopeptidii a jejich metabolith nejsou k dispozici, a proto
jsme provedli pilotni in vitro studii zamétenou na ovéteni transportu studovanych latek P-gp
a transportérem BCRP. Ackoliv peptidy nepatii mezi bézné substraty P-gp, bylo v in vitro
studii s izolovanym proximalnimi tubuly ryb potvrzeno, Ze fluorescencné znaceny derivatu
oktreotidu je substratem tohoto transportéru (Gutmann et al. 2000). Data ziskana
v transportnich studiich s buiikami s vysokou expresi P-gp ¢i BCRP neukazaly s jedinou
vyjimkou signifikantni miru transportu testovanymi transportéry. Urcitd mira transportu byla
pozorovana jen v piipad¢ transportéru BCRP a peptidu obsahujiciho chelator PCTA -
"TLu-PCTA-[Lys’]bombesinu. Pfesto Ze tato interakce je pouze mirna (pomér transportu ve
sméru A-B a B-A c¢inil 2:3), mize mit na kumulaci peptidit vliv. U analogu tohoto
bombesinového derivatu '7’Lu-DOTA-[Lys’Jbombesinu jsme zapojeni BCRP nepozorovali.
Pokud by dalsi experimenty toto zjiSténi potvrdily, tak by to mohlo naznacovat, Ze typ

chelatoru v daném radiopeptidu je pro tuto interakci dulezity.
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Vyznamnou c¢asti prace bylo posouzeni vztahu mezi transportnimi mechanismy
radiopeptidl a jejich metabolith a jejich chovanim v organismu, piedevsim jejich ledvinnou
kumulaci a retenci. Biodistribucni profil u potkani byl u parentniho peptidu
"Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr a jeho metabolitu '"’Lu-DOTA-MGI11 témé& shodny. Obé&
slouceniny vykazovaly rychly pokles koncentrace v krvi a receptorové negativnich organech
krom¢ ledvin (tab. 10, tab. 12). Jedinym pozorovanym rozdilem mezi mateiskym
radiopeptidem a metabolitem byla detekce znatné vyssi radioaktivity '"'Lu-DOTA-MGI11
v zaludku, coz je pravdépodobné zpiisobeno vazbou intaktniho minigastrinu na CCK
receptory, které jsou pravé v zaludku typicky exprimovany (Behr et al. 1999). Protoze za
vazbu na receptory je odpovédna Ctyipeptidova koncova sekvence Trp-Met-Asp-Phe-NH;
nemuze se metabolit postradajici tuto sekvenci na dané receptory specificky vazat. Velice
podobna farmakokinetika radiometabolitu a parentniho peptidu nepifimo potvrzuje rychly
metabolismus  '’Lu-DOTA-MGI11 (Ocak et al. 2011). Tvorba endogenniho
"TLu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr je ziejmé natolik rychla, e odpovida farmakokinetice externd
podaného metabolitu. A&koliv bylo publikovano, Ze pii metabolizaci '""Lu-DOTA-MGI11
dochazi k tvorbé tfech metaboliti (Ocak et al. 2011), prakticky shodna farmakokinetika
"TLu-DOTA-MG11 a'”Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr potvrzuje, Ze testovany metabolit
predstavuje rozhodujici formu peptidu v organismu. Nemtizeme ale vyloucit, ze 1 dalsi
radiometabolity ~formované z'”Lu-DOTA-MGI11 in vivo mohou mit podobné
farmakokinetické chovani jako '"’Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr a uplatiiuji se na celkovém
pohybu radioaktivity v organismu spolu s nim. Vysledky eliminac¢nich studii u potkanti jsou
v souladu s vysokou distribuci obou radiopeptidii do ledvin, protoze mocova exkrece byla
identifikovana u potkand jako hlavni exkre¢ni cesta jak u '’Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr, tak
u ""Lu-DOTA-MGI11 a to s velmi blizkymi kvantitativnimi poméry (tab. 14). Biodistribuce
"Lu-DOTA-MG11 vykazovala podobné rysy jako biodistribuce DOTA-MG11 znageného
""In u potkant (Melicharova et al. 2013) a mysi (Laverman et al. 2011). Toto zji§téni
doklada, Ze existuje pouze mala nebo zadna zavislost mezi distribuci, druhem zvifete a typem
radioaktivniho prvku pouzité¢ho ke znaceni.

Vysledky biodistribu¢nich experimentdt s '"’"Lu-DOTA-DPhe a '""Lu-DOTA-NOC
u potkana pfinesly v nékterych aspektech podobné vysledky jako u ptredchazejici dvojice
peptid-metabolit v orgdnové distribuci intaktniho peptidu a metabolitu. I v tomto pfipad¢ byla
pozorovana vysokd a dlouhotrvajici akumulace intaktniho peptidu '""Lu-DOTA-NOC
v organech, vyznacujicich se vysokou expresi SSTR, jako jsou ledviny nebo slinivka (Bison

et al. 2014a), zatimco uptake metabolitu '"'Lu-DOTA-DPhe v t&chto organech byl zfetelnd
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niz$i (tab. 11, tab. 13). Pfesto, Ze nejvysSi radioaktivita na gram tkané byla po aplikaci
""Lu-DOTA-DPhe detekovana v ledvinach, byl ledvinny uptake tohoto metabolitu vyrazné
nizsi ve srovnani s '"’"Lu-DOTA-NOC. Z tohoto diivodu lze uvazovat, 7e za vy$si ledvinny
uptake '""Lu-DOTA-NOC neni odpovédna chelatujici &ast molekuly, ale rozhodujici
komponentou je charakter peptidového fetézce. Rozdily nalezené v distribuci in vivo mohou
byt pokladany za celkem odekéavatelné, protoze struktura '’ Lu-DOTA-DPhe je jiz pomérné
vyznamné vzdalend od struktury peptidu '""Lu-DOTA-NOC. Molekula metabolitu také
neobsahuje piislusnou aminokyselinovou sekvenci, ktera zajistuje vazbu na cilové SSTR, coz
zaptiCinuje pozorovany nizS§i uptake v receptorové pozitivnich tkénich ve srovnani
s '""Lu-DOTA-NOC. Distribuce radioaktivity a jeji retence v jednotlivych organech a tkanich
peptidu '""Lu-DOTA-NOC je v souladu s vysledky publikovanymi u potkant jingmi autory
pro tento peptid znaceny '''In (Cihlo et al. 2008; Wild et al. 2003). Peptid '""Lu-DOTA-NOC
1ze pokladat z pohledu jeho ledvinné farmakokinetiky za reprezentativniho zéastupce skupiny
receptoroveé specifickych SST analogt, protoze zadrz v ledvinach je v intervalech 24 h a 48 h
srovnatelna s DOTA-[Tyr’ Joktreotatem znadenym '''In & '"Lu, s '''In-DOTA-oktreotatem,
"n-DOTA-oktreotidem & '''In-DTPA-oktreotidem. Napf. radioaktivita retenovana
v ledvinach v intervalu 24 h po aplikaci je u vSech téchto peptidid v rozmezi 1,5-2,5 % ID/g
(Cihlo et al. 2008; de Jong et al. 2001; Laznicek a Laznickova 2012; Laznicek et al. 2012;
Laznicek et al. 2002b). Podobné je i mira mocové exkrece zjisténa v eliminacnich studiich
upotkanii  srovnatelnd s '’Lu-DOTA-NOC, nebot u'''In-DTPA-oktreotidu &
"n-DOTA-oktreotatu je za 48 h vylougeno moéi piiblizng 70-80 % ID (Cihlo et al. 2008;
Laznicek et al. 2002). Zavéry plynouci ze srovnani '""Lu-DOTA-NOC s potencialnim
metabolitem SST peptidii konjugovanych s DOTA — ""Lu-DOTA-DPhe lze tedy s pom&rné

vysokou relevanci vztahovat i k dalSim dalezitym radiopeptidiim z této skupiny.

Zjisténi, ze '""Lu-DOTA-DPhe je transportovan do bungk transportérem hOCT2,
které¢ bylo prokdzano v experimentech in vitro, by mohlo vysvétlovat jeho vyssi exkreci
v porovnani s '’Lu-DOTA-NOC v prvnich dvou hodinach po aplikaci v eliminaéni studii
u potkant (tab. 14) Transportéry OCT se podileji na sekreci xenobiotik a mohou tak proces
mocové exkrece vyrazné zintenzivnit. Vyraznéj$i pokles radioaktivity v ledvinach
pozorovany v biodistribu¢nich studiich v intervalu 60 min po podani u'”’Lu-DOTA-DPhe
(tab. 11) by mohl byt podobn& vysvétlen rychlejsi moovou exkreci '""Lu-DOTA-DPhe
s UCasti transportéru/tt pro organické kationty. Tento nalez relativné rychlého vyluCovani
radiometabolitu je vSak pon€kud v rozporu s tendenci radiometabolitii radiopeptidii dlouho

pretrvavat v ledvinnych bunikach (Barone et al. 2005; Akizawa et al. 2008). Vysvétlenim
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mohou byt rozdily v intracelularni dispozici radiometaboliti vstupujicich do bunck a

tvofenych intracelularné.
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7. Zavér

Vysledky uvedené v této praci piinaSeji nové udaje o transportnich mechanismech
vyvojovych radiopeptidii ze skupin SST, gastrinovych a bombesinovych analogt radioaktivné
které¢ se mohou podilet na transmembranovém transportu radiopeptidii a mohou tak ovlivnit
vysledny stupen kumulace téchto latek v ledvinné tkani. Zaroven byly ziskany zcela nové
poznatky o transportnich mechanismech modelovych radiometaboliti a jejich osudu
v organismu a posouzen jejich mozny piispévek k nezddouci ledvinné akumulaci pii aplikaci
radiopeptidu.

Metodickym pfinosem prace je optimalizace nebo charakterizace n¢kolika
bunécnych modell pro testovani transportu latek pres membrany bunék. Zaroven se podatilo
isp&sné oznalit sérii peptidii a metabolitd '"’Lu s adekvatni radiochemickou ¢&istotou. Tyto
postupy mohou byt dale uplatiiovany pii experimentalni praci na pracovisti.

Pomoci transportnich studii byla potvrzena uloha aktivni endocytdozy megalinovym
systtmem u vSech Sesti studovanych peptidii. Pouze s jednou vyjimkou vedla inkubace
s inhibitorem fluidni endocytdézy ke snizeni bunécné kumulace. Vzhledem k tomu, ze
testovand analoga patii do riznych skupin peptidii, mizeme obecné fici, ze tyto dva
mechanismy se realné mohou podilet na uptake radiopeptida v ledvinach.

V kontrastu k endocytarnim mechanismiim, bunééné studie neprokazaly vliv
vyznamnych ledvinnych SLC transportérti - hOAT1 a hOCT2 na uptake intaktnich peptidd.
Podatilo se ndm ovSem pfinést prvni in vitro dokumentaci o schopnosti transportéru hOCT2
prenaSet metabolit SST analoga '"’Lu-DOTA-DPhe do bundk. Pilotni testy ukézaly, Ze
"TLu-PCTA-[Lys’]bombesin slab& interaguje s BCRP transportérem, peptidy znacené

chelatorem DOTA vs$ak zadnou vyznamnou interakci s efluxnimi transportéry nevykazovaly.

Uptake zkoumanych radiometaboliti in vivo v tkdnich pozitivnich na pfislusné
receptory byl niz§i nez u intaktnich peptidii, coz potvrdilo ztratu specifické vazebné
schopnosti peptidu v disledku chybéni specifické vazebné sekvence. Oba zkoumané
metabolity byly rychle eliminovany zkrve a organismu s pfevazujici ledvinnou exkreci.
Ledvinnd kumulace radiometabolitu '"’Lu-DOTA-DGlu-Ala-Tyr byla srovnatelna
zjisténymi udaji pro intaktni SST peptid '""Lu-DOTA-NOC, tak v konfrontaci s daty z jinych

studii s piibuznymi radioaktivné znaCenymi SST analogy. Nami ziskana data by mohla
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naznacovat negativni korelaci mezi stupném degradace peptidového fetézce plvodnich
peptidi a ledvinnou retenci radiometaboliti.

Uvedena zjisténi tykajici se transportnich mechanismt radiopeptidit a jejich
radiometaboliti mohou byt piinosem pro prohloubeni =znalosti o mechanismech
determinujicich farmakokinetiku a toxicitu receptorové specifickych peptidi. Pti dalSim
rozSiteni by mohla =ziskana data pfispét k pozndni obecnéjSich zakonitosti chovani
radiopeptidi a jejich metabolitli v organismu a uplatnit se pii pii hledani postupii pro snizeni

ledvinné toxicity radiopeptidu, ¢i pii formulaci novych latek s vyhodnéjSimi vlastnostmi.
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