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ANOTACE

Tato bakalaiskd prace je vénovana popisu bunécnych kultur pouzivanych k testovani
nefrotoxicity in vitro. V prvni casti této prace je shrnuta zakladni fyziologie a patologie
ledvin, navazuje popis nefrotoxickych latek a 1€ka zplsobujicich patologické stavy.
V hlavni c¢asti jsou popsany jednotlivé bunécné linie pouzivané na testovani nefrotoxicity
in vitro a jejich riznorodé praktické vyuziti ve vybranych studiich. V zavéru této prace jsou

rozebrany 3D bunécné kultury a jejich vyuziti.

KLICOVA SLOVA
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TITLE

Cell lines as a tool for studying kidney damage

ANNOTATION

This bachelor’s thesis is devoted to the description of cell cultures used to test nephrotoxicity
in vitro. The first part of this work summarizes the basic physiology and pathology of the
kidneys, following with the description of nephrotoxic substances and drugs causing
pathological conditions. The main part describes the individual cell lines used for in vitro
nephrotoxicity testing and their various practical uses with the help of selected studies. At the

end of this work, 3D cell cultures and their use are discussed.

KEYWORDS

Cell cultures, Nephrotoxicity, Kidney pathology



UUVOU. ettt n e 12
L TG AT 4RSS 13
1.1 Stavba 1A VIN . ...cooiiiiieee e e 13
1.2 Patolo@ie LeAVIN ...cccviiiiieeiie ettt ettt et e e s e e s neeesnreeenes 14
1.2.1 Akutni poSKozeni 1edVin...........coccvviiiiiiiiiiiecieeeee e 15

1.2.2 Chronickeé poskozeni 1edvin .........ccocieiiiiiiiiiiiii e 17

1.2.3 Nefroticky SYNArom.........cocuiiiiiiiiiiiieiee e 18

1.3 NefrotoXiCKe TAKY .....oooiiiiiiiieee et 18
1.4 Markery poSKOZeni IeAVIN........cccueeiiiiiiiiiiiiiieieecc e 20

2 BUNEENE KUIUTY ...ttt ettt et eebeesnaeesseensaeennaas 21
3 Bunééné linie pouzivangé k testovani NnefrotoXiCity.......ccoeevereierieenieeiiienieeieeeieeeiee e 22
3.1 Bunécnd linie HK-2. .o 23
3.1.1 Studie 1: Evaluace biomarkeri nefrotoxicity na HK-2 bunkach...................... 25

3.1.2 Studie 2: In vitro test k predikci toxicity APAP pro jatra a ledviny................. 26

3.2 Buné€nd linie HEK 293 ... oo 28

3.2.1 Studie 1: Ochranny t¢inek ginsenosidu Rk1 na CisPt indukovanou

TIETTOTOXICTEUL «evvvee et ettt e e e e e ettt e e e e e e et e e e e e e e e e e e e eaaeeeeereananeaees 30

3.3 Bunéénd linie LLC-PKL..c..cccooiiiiiiiiiiicceec e 32
3.3.1 Studie 1: Gentamicinem indukovana apoptdza renalnich bunék LLC-PK1 .... 34

3.3.2 Studie 2: Proliferativni reakce pozorované po 1é¢bé vankomycinem na

| ) S 23 S 36

3.4 BUNECNA LINIE OK ..o e e e e e e e e 37
3.4.1 Studie: Potencionalni aktivace signalnich drah C-peptidem v bunikach OK......38

4 BUNEENE KUITUTY 3D ..ottt et ete et e b naeennaas 40

A1 STETOIAY v eeee e s s e e s ssseeeeeeeeseseee e sesee e 41



4.2 OFZANOTAY ..eenvvieiiieiieeieeciie ettt ettt et et eebeesteeesbeessaeebeesseeesseesssesnseensseenseessseenseas

4.2.1 Studie: Schopnost 3D kultur reagovat na expozice acetonu a CisPt................



SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1:

Obrazek 2:

Obrazek 3:

Obrazek 4:

Obrazek 5:

Obrazek 6:

Obrazek 7:

Obrazek 8:

Obrazek 9:

Obrazek 10

Obrazek 11:

Obrazek 12:

Obrazek 13:

Obrazek 14:

Obrazek 15:

Obrazek 16:

Obrazek 17:

Obrazek 18:

ANAOMIC 1EAVINY ..ovviiiiieiiieiii e 13
HEK-2 DUNECNA TINIE ..o 24
Imunofluorescencni detekce izoformy FL-MMP-2 v bunkach HK-2.............. 25
Zmény exprese KIM-1, Kalbindinu a TIMP-1 v zavislosti na cisplating ........ 26
Zména prechodu mitochondridlni permeability ..........cccovviieiiieniiiiieiiieee, 28
Bunéénd linie HEK 293 ..o 29
Fluorescen¢ni snimky bunécné linie HEK 293 ...........ccoooviiiiiiniieiiiieeiiee, 29
Morfologie bunék po expozici s CisPt a RK1 .....coocooeiiiiiiiiiiii 31
Bunikky HEK 293 pod fluorescenénim mikroskopem oSettené CisPt a Rk1. 31
: Graf vysledkt studie bun€k HEK 293 oSetfenych CisPta RKI .................... 32
Bunécnd linie LLC-PK1.....coooiiii e 33
Monovrstvy bunék LLC-PK1 divokého typu ........cccceeeviiniiniiiiniiiiiicnee 34
Pritokova cytometricka analyza U€inklt GM ...........cccoooiiiiiiiiiiiiiiccee 35
Grafy vlivu VAN na pocet bunck a bilkovin ...........cccoooeviiiniiniiiniiiiee 36
Diferenciovana monovrstva bunék OK............coooiiiiiiiiiiiiniiieeeeee 37
Graf fosforylované a celkové ERK u bunék OK ..........cccovvvviiiiniiiiniiee. 39
Graf inkorporace *H-thymidinu v zavislosti na koncentraci C-peptidu..... 39

Schémata technickych metod kultivace stéroidii.........ccceevvveeciieencieeenieeennee. 42



SEZNAM ZKRATEK

293 SFM II
2D

3D

Ad5

AKI
APAP
Bel-7402
BUN
CisPt
CKI
DMEM
ERK
FL-MMP-2
FSC

GM
HEK?293
HK-2
KIM-1
LLC-PK1
MPT
MTT
NAPQI
OK

RAS

Rk1

SSC
TIMP-1
VAN

Médium pro buniky HEK 293 bez séra a s nizkym obsahem proteint
Dvojrozmérny

Trojrozmérny

Lidsky adenovirus 5

Akutni posSkozeni ledvin

Acetaminofen

Bunky lidského hepatomu

Dusik mocoviny v krvi

Cisplatina

Chronické poskozeni ledvin

Dulbecco’s Modified Eagle’s medium

Extracelularnim signalem regulovana kinaza

Full-length isoform of matrix metalloproteinase-2

Ptedni rozptyl svétla

Gentamicin

Bunécna linie lidskych embryondlnich ledvinovych bunék
Lidska ledvinova bunécna linie HPV 16 rekombinativni papilomavir
Kidney Injury Molecule-1

Buné¢na linie tubularnich epitelidlnich bunék prasete Hampshire
Permeabilita bunéénych membran

Kolorimetricky test pro hodnoceni bunééné metabolické aktivity
N-acetyl-p-benzochinonimin

Bunky proximalniho tubulu ledviny Vacice Severoamerické
Systém renin-angiotenzin

Ginsenosid Rk1

Boc¢ni rozptyl svétla

Tissue Inhibitor of Metaloproteinases-1

Vankomycin

Wingless / Int-1



UVOD

Ledviny jsou parovym organem, ktery udrzuje vnitini homeostdzu organismu
a vyluuje nadbytecné toxické latky z organismu prostfednictvim moci. Krev je vedena
do glomerult. Glomerulus se sklada z klubka krevnich vlase¢nic obklopenych Bowmanovym
pouzdrem. Glomerulus filtruje krevni plazmu a vytvaifi primarni moc¢, ktera je dale
resorbovana v distalnich a proximélnich tubulech. Resorbovana je mo¢ ptredevsim o sodné
ionty, draselné ionty, mocovinu, vodu a dal$i latky. Ve sbérném kanalku vznikd moc
definitivni, ktera je dale transportovana do ledvinné panvicky a mocovody do mocového
meéchyte, odkud je pozdé¢ji vylou€ena z organismu.

Nefrotoxicita je zavaznym problémem. Mezi nejcastéjsi typy se fadi Iékova
nefrotoxicita, kterd mize byt zplisobena 1é¢ivy jako jsou napi. nesteroidni antiflogistika,
chemoterapeutika, antineoplastika, imunosupresiva a dal$i. Léc¢iva mohou piimo poskozovat
strukturu ledvin (glomerulus, cévy, epitel) nebo mohou pouze podporovat rozvoj
onemocnéni. Mezi dalsi nefrotoxické latky patii napt. radiokontrastni latky, kovy, navykové
latky, aj. Nefrotoxicita jednotlivych 1é€iv a kontrastnich latek se mize testovat na bunéénych
liniich.

Bunééné linie maji v dneSni dobé mnoho vyuziti. Vyuzivaji se pfi testovani novych
1é¢ebnych piipravki, ale také na testovani latek potencialné toxickych pro lidsky organismus.
Bunécéné linie in vitro, jsou linie péstované v laboratornich podminkach. Bunky jsou Ziveny
a je s nimi zachdzeno tak, aby co nejlépe odpovidaly fyziologickému stavu. Tato prace
se vénuje prehledu sav€ich bunécnych kultur, které se pouzivaji k testovani nefrotoxicity
in vitro. Mezi tyto bunécné linie patii napt. lidskéd ledvinova bunécna linie HK-2, bunécna
linie lidskych embryondlnich ledvinovych bunék HEK293 a buné&tnd linie tubularnich
epitelidlnich bun¢k prasete Hampshire LLC-PK1.
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1 Ledviny

Ledviny jsou parovym organem vylucovaci soustavy. Ledviny jsou umistény
v retroperitoneu neboli v zadni sténé bfisni, kde jsou mechanicky i termostaticky dobfte
chranény pted vnéj$imi vlivy. Ochranu zajiStuje jak zadové svalstvo, tak tukovy polStar.
Dalsi ochranu ledvin zajiSt'uje jejich pevné pouzdro, které zabranuje vEétSim objemovym
zménam tohoto organu a pomahd tim udrzeni stabilniho intersticidlniho tlaku. Pouze
pii fyziologickém stavu jsou ledviny schopny udrzovat homeostazu v organismu, a to pomoci

filtrace a vylu¢ovani nepotfebnych, nadbyte¢nych nebo skodlivych latek (Radi ZA., 2019).

1.1 Stavba ledvin

Zakladni funkéni jednotkou ledvin je nefron (obr. 1), ktery se skladd ze souvislé
trubice vysoce specializovanych heterogennich bunék. Na jednu ledvinu pfipada ptiblizné
milion nefrond. Do slepého konce nefronu je vchlipeno klubicko kapilar, nazyvané jako
glomerulus. Glomerulus je ¢asti Malpighiho téliska, téz nazyvaného ledvinové télisko. Toto
télisko je slozeno z celkem Ctyt ¢asti: vaskuldrni, rendlni — Bowmanovo pouzdro, mesangium
a juxtaglomeruldrni aparat. V glomerulu dochézi k filtraci krve pfivadéné do ledviny prave
klubickem kapilér, ptednostné dochdzi k filtraci krve o nizkém hematokritu, hovofime
o tzv. skimming efektu. Skimming efekt oddéli erytrocyty od plazmy a plazma se filtruje
kapilarami (Eaton DC. et al., 2009).

Ledvinové pouzdro

Obloukova tepna

Ledvinova tepna

Ledvinova Zila

Ledvinova panvicka

Kalich Pyramida
Dreri
Mocovod
Kiira

Obrazek 1: Anatomie ledviny.
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Vznika glomerularni filtrat se stejnymi vlastnostmi jako plazma, pouze s rozdilem v absenci
bilkovin a snizeném onkotickém tlaku filtratu. Z glomerulu pokracuje filtrat na tubularni
procesy dvojiho typu, reabsorpci nebo tubuldrni sekreci. Tubuldrni procesy probihaji

za urcitych osmotickych podminek (Radi ZA., 2019).

Renalni proximalni tubul se nejvice podili v sekreci endogennich metabolit
a xenobiotik. Sekrece je dvoustupiovym procesem, ktery se sklada z pfijmu latek
pies bazolaterarni membranu do buiky a z vystupu latek pies apikalni membranu. Tohoto
procesu lze dosahnout pouze pomoci transportnich proteinti, které jsou distribuovany

k bazolaterarni nebo apikalni membrané (Jenkinson SE. et al., 2012).

Jelikoz ledviny filtruji krev a vylucuji nepottebné latky, jsou bézné vystaveny
vysokym koncentracim 1€k a jejich metabolit. Proximalni renalni tubul ptedstavuje velkou
oblast pro vazbu nefrotoxinu a transport do renalniho epitelu. Reabsorpce glomerularniho
filtratu progresivné zvysSuje intraluminalni koncentrace nefrotoxinu, zatimco specifické
transportni cesty v ledvindch mohou vyvolat mistné specifickou toxicitu (Ziong HY.

etal., 2014).

1.2 Patologie ledvin

Ditlezitym pro odhaleni poSkozeni ledvin byl koncept bunécného poskozeni. Pohled
na buiiku jako zékladni jednotku struktury a funkce v lidském téle poprvé popsal Robert
Remak v roce 1855. Na zékladé svych pozorovani urc€il, ze bunééné déleni vede k obnové
bunék. Tento pohled na buniku vroce 1858 aplikoval Robert Virchow na sviij koncept
bunécné patologie, ackoli Remakiv ndzor neuznaval. Koncept bunécné patologie byl platny
nejen pro ledviny, ale 1 pro jakykoliv jiny organ (Remak R., 1855; Weening JJ. et al., 2012).
Trvalo vice nez sto let, nez védci odhalili charakteristiky rizné diferencovanych bunék
nefronu a jejich role v rendlni patologii. Rendalni patologie mezi roky 1950-1970 diky
soubéznému vyvoji technik pro ziskani tkdné a analyzy, nahle poskytla strukturalni zaklad
pro diagnostiku mnoha riznych ledvinovych onemocnéni. Pro piiklad se sem fadila
onemocnéni zanétliva a nezénétliva, akutni a chronicka, proteinurickd a hematuricka,
hypertenzni a hypotenzni a vSechna dalsi ledvinova onemocnéni, kterd doposud nebylo
mozné fadné klasifikovat. V letech 1970 az 2010 byla stanovena etiologie, patogeneze,
klinicko-patologicka korelace a klasifikace pro rendlni onemocnéni tak riznoroda, jako je
lupusové nefritida, postinfekéni glomerulonefritida, hereditdrni onemocnéni ledvin,
poskozeni ledvin u pacienta po transplantaci ledviny a mnoho dalSich (Weening JJ.

etal., 2012).
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Dnesni renalni patologové nadale stavi na pevnych zakladech, které polozili
prikopnici rendlni patologie, aby rozsitili naSe znalosti o patologii a patogenezi onemocnéni

ledvin a vyuzili je ke zlepSeni 1écby pacientt (Weening JJ. et al., 2012).

Mezi patologii obecné¢ patii vSechny typy posSkozeni ledvin od lehkych az po zavazné,
at’ uz se jedna o vyvojové vady, poskozeni zplisobené 1é¢ivem, nemoci nebo latkou toxickou.
Zékladnimi formami renalniho poskozeni jsou akutni poskozeni ledvin, chronické poskozeni

ledvin a nefroticky syndrom (7Tiong HY. et al., 2014).

1.2.1 Akutni poskozeni ledvin

Akutni poSkozeni ledvin (AKI) je charakterizovano rychlym (hodiny az dny)
reverzibilnim snizenim schopnosti ledvin vylu€ovat z organismu nepotiebné, nadbytecné
nebo Skodlivé latky. Projevuje se zejména vzestupem hladiny kreatininu v séru a casto
i snizenim produkce moci. AKI neni jediné onemocnéni, ale spiSe syndrom zahrnujici vice
klinickych stavii. Rozvoj onemocnéni je disledkem komplexnich interakei mezi skute¢nym
poskozenim a naslednou aktivaci zanétu a koagulace. Mezi expozice zplsobujici AKI
u citlivych jedincil patii sepse, ischemie, srde¢ni selhani, onemocnéni jater, velké chirurgické
zakroky (zejména cévni a srdecni), myonekrdza, obstrukce mocovych cest, diabetes mellitus
a ruzné nefrotoxiny. Ackoli nékteré projevy AKI jsou piimo spojeny s poruchou
glomeruléarni/tubularni funkce a jsou snadno rozpoznatelné u 1izka ve formé hyperkalemie,
plicniho edému, perikarditidy nebo encefalopatie, jiné U¢inky jsou méné ziejmé nebo
se nemusi projevit diive, nez pacient onemocni. Zajimavym faktem zistava, ze ke ztraté
funkce ledvin mize dojit 1 bez histologickych zndmek tubularniho poskozeni nebo dokonce

nekrozy (Singbartl K. et al., 2012).

Neékolik klinickych studii poskytlo dikazy o souvislosti mezi AKI, chronickym
poskozenim ledvin a néslednou progresi do kone¢ného stadia renalniho onemocnéni (Wald
R. et al, 2009; Thakar CV. et al., 2010). Za normalnich okolnosti probihd regenerace
tubularniho epitelu po AKI kaskadovité, vcetné pocatecni dediferenciace, migrace,
proliferace pifezivajicich bunék, rediferenciace a posledniho kroku, ¢imz je Uiplna obnova
tubularniho epitelu. Nekompletni oprava po AKI je naopak charakterizovéana ptetrvavajici
tubulo-intersticidlni fibrézou a zanétem, a to 1 bez ptedchoziho onemocnéni ledvin.
Pretrvavajici tubuldrni intersticidlni fibroza je patologickym koreldtem ztraty funkce ledvin.
Zavaznost AKI vyznamné urcuje miru zotaveni a mize vést k problémiim, které mohou
piesahnout az k progresi na chronické onemocnéni ledvin a zhorSeni vrozené imunity (Gueler

F. et al., 2004, Singbartl K. et al., 2012).
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Akutni poskozeni ledvin mohou vyvolat i riizné 1€ky, které zpiisobuji toxické ucinky
jednim nebo nékolika mechanismy, veetné zmény systémové nebo lokalni hemodynamiky,
piimych toxickych U¢inkli na rendlni bunky, vzniku zanétu nebo nefropatie. Léky mohou
zpusobit akutni selhani ledvin celkem tii typl: prerendlni, vnitini rendlni a obstrukcni

(Rahman M. et al., 2012).

Prerenalni selhani se vyznacuje poruchou prokrveni ledvin, ktera vede k poklesu
glomerularni filtrace. Snizeni objemu nebo tlaku krve dodavané do ledvin zapticiiiuji nejen
1éky, ale také nemoci a poskozeni kardiovaskularniho systému. Nejvice rizikovi jsou pacienti
s jiz snizenym pratokem krve ledvinami, tedy pacienti trpici napt. nefrotickym syndromem,
meéstnavym srde¢nim selhanim nebo pacienti se snizenym efektivnim ob&hovym objemem
jako u cirhdzy. Dal§i mozné pticiny prerendlniho selhdni jsou uvedeny v nasledujici tabulce 1

(Rahman M. et al., 2012).

Tabulka 1: Priciny prerendlniho akutniho poSkozeni ledvin. Upraveno dle Mercado MG.
etal, 2019.

Pficiny prerenalniho poskozeni | Priklady vzniku pfi¢in prerenalniho poskozeni
Deplece intravaskuldrniho obéhu VEtsi ztrata krve, dehydratace
Snizeny srde¢ni vydej Kardiogenni Sok, perikarditida, plicni embolie
Systémova vazokonstrikce Anestézie, vysoké davky dopaminu
Systémova vazodilatace Anafylakticky Sok, sepse, hypotenziva
Hyperviskoézni syndrom Myelom, makroglobulinemie

Inhibitory angiotenzin-konvertujiciho enzymu, blokatory receptori pro angiotenzin
a nesteroidni protizanétlive 1éky jsou nejcastéjSimi l€ky, které snizuji perfuzi ledvin. Ledviny
aktivuji mechanismy pro kompenzaci snizené rendlni perfuze ve snaze udrzet glomerularni
filtraci. AvSak pacienti s poruchou téchto mechanismi, jako jsou pacienti s chronickym

onemocnénim ledvin, maji zvysené riziko AKI (Mercado MG. et al., 2019).

Vnitini rendlni selhani se na rozdil od prerenalniho selhdni tyka pfedevsim poSkozeni
parenchymu ledvin, tj. glomeruld, tubulii a intersticia. Vnitini rendlni selhani vyzaduje
vcasnou identifikaci a feSeni. NejCastéjsi vnitini poSkozeni ledvin je akutni tubularni
nekroza.Akutni tubulédrni nekréza je poskozeni tubularnich bunék ledvin z ischemickych
nebo nefrotoxickych pfic¢in. Ischemické pficiny zahrnuji prodlouzené obdobi tézké
hypotenze, hypovolémii nebo hypoperfuzi ledvin (napf. krvéaceni, Sok, sepse, cirhoza,
peritonitida nebo infarkty), které se nezlepsuji rehydrataci. Nefrotoxické piiciny zahrnuji

endogenni a exogenni toxiny. Dalsi Castou pii¢inou AKI je akutni intersticidlni nefritida
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a je nejcastéji zpuisobena hypersenzitivni reakei na 1éky, obvykle antibiotika nebo nesteroidni

je stale Castéjsi, zejména u starSich lidi (Mercado MG. et al., 2019).

Poslednim moznym typem je obstrukéni nebo také postrendlni poskozeni
a je zpusobeno nedostate¢nym odtokem moci z ledvin. V tomto ptipadé¢ 1éky mohou zptsobit
vznik ledvinovych kament nebo retroperitonealni fibrézu, diky kterym vznikd jiz zminéna

extrarenalni obstrukce (Rahman M. et al., 2012).

1.2.2 Chronické poSkozeni ledvin

Podle definice je diagnoza chronické poskozeni ledvin (CKI) stanovena pouze
v ptipadé, kdy poskozeni ledvin trva déle nez 3 mésice a je potvrzené biopsii ledvin nebo
detekci markertt poSkozeni ledvin. Mezi pouzivané markery patii B2-mikroglobulin,
kalbindin, cystatin C, aj. Glomerularni filtrace u CKI mlZe, ale nemusi byt striktné sniZena.
Kvantitativné nejvyznamnéjSimi ptfi¢inami chronického poSkozeni ledvin jsou diabetickd
nefropatie a nasledné poskozeni arterialni hypertenzi (Vallianou NG. et al., 2019).

V ptipadé, Ze dojde ke stanoveni CKI, méli by 1€kafi urcit stadium, do kterého pacient
patii. U CKI je definovéano celkem 5 stadii, a to podle hodnoceni glomerularni filtrace. Prvni
dv¢ stadia mohou mit normélni glomerularni filtraci nebo jen mirn€ sniZenou, ale asto jsou
doprovazeny pozitivnimi markery poSkozeni ledvin — obvykle abnormalnim pomérem
albuminu ke kreatininu v moci (Vallianou NG. et al., 2019). Onemocnéni je Casto detekovano
az v pozd¢jsSich stadiich, protoze je u prvnich dvou stadii asymptomatické povahy.
Od 3. stadia je jiz pomérné patrné snizeni glomerularni filtrace a ledvinova nedostatecnost.
Pokud tubytek funkce ledvin piesdhne 80 % plvodni kapacity, hovofime jiz o patém
a poslednim stadiu CKI. Tim je uplné selhani a ztrita funkce ledvin, nazyvané taktéz
jako chronické selhan ledvin. Bylo potvrzeno, Ze pacienti s pokrocilym onemocnénim ledvin,
stddiem 4 nebo 5, jsou vystaveni vysokému riziku morbidity a mortality na kardiovaskularni
onemocnéni (Perk J. et al., 2012). Ve vSech ptipadech, i pokud je specificka 1é€ba opozdéna,
je nutna terapie k oddaleni progrese. Chronické poskozeni ledvin mé tendenci progradovat,
tzn. zhorSovat se 1 pfi absenci primarniho mechanismu poSkozeni, a to do pokrocilého nebo
kone¢ného stadia onemocnéni nebo dokonce i smrti. Progresi 1ze oddalit riznymi opatfenimi.
expozice nefrotoxiniim, zabranéni dalSimu snizeni glomeruldrni filtrace a ptipravu na rendlni

substitu¢ni terapii (Girndt M., 2017). Stoji za zminku fakt, Ze pacienti s CKI ¢astéji zemiou
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na kardiovaskularni ptihody misto toho, aby se u nich rozvinulo selhani ledvin a skoncili

na renalni substituéni terapii (Vallianou NG. et al., 2019).

1.2.3 Nefroticky syndrom

Ledviny vyuzivaji komplexni filtracni systém znamy jako glomerularni filtracni
bariéra. Ta se sklada z fenestrovanych endotelii, glomerularni bazalni membrany
a glomerularni epitelové vrstvy tvorené podocyty. Nefroticky syndrom je zdvazna porucha

glomeruldrni bazalni membrany (Wang CS. et al., 2019).

Nefroticky syndrom je charakterizovan ¢tyfmi hlavnimi znaky, které se pouzivaji
pii stanoveni diagndzy: proteinurie, hypoalbuminémie, edém a hyperlipidémie.
U nefrotického syndromu dochazi k poruseni podocytt, které vedou k selektivni proteinurii.
Proteinurie je zptisobena dasledkem zvySené permeability glomerularni filtracni bariéry,
jejiz vysledkem je zvySend propustnost pro bilkovinné makromolekuly (Wang CS.

etal., 2019).

Mozné komplikace pfi nefrotickém syndromu mohou byt zilni trombo6za zptisobena
ztratou koagulac¢nich faktorti mo¢i, infekce zpiisobena ztratou imunoglobulint taktéz moci
a akutni selhani ledvin. JiZ zminénd infekce je moznou komplikaci nefrotického syndromu,
avsak objevuje se predevs§im u déti a u osob, které maji recidivu nefrotického syndromu nebo
vyzaduji dlouhodobou 1é¢bu kortikosteroidy. Akutni selhdni je brano spiSe jako vzacna
spontanni komplikace nefrotického syndromu. NejvysSimu riziku selhani jsou vystaveni
v tomto piipad¢ starsi lide, déti a lidé s vyraznou hypotenzi, renalni zilni trombo6zou, sepsi
a nadmérnou diurézou. Nefroticky syndrom muize byt mimo jiné zhorSen pouZitim diuretik,

které jsou podavany ke kontrole edému (Wang CS. et al., 2019; Kodner C., 2009).

1.3 Nefrotoxické latky

Nefrotoxické latky maji toxické uc€inky na ledviny jednim nebo vice mechanismy,
jak jiz bylo zminéno (Tiong HY. et al., 2014). Mezi nejCastéji zminované nefrotoxické latky

se fadi cisplatina, cyklosporin, acetaminofen, gentamicin a vankomycin.

Cisplatina (CisPt) je slouCenina platiny pouzivana jako cytostatikum na léCbu
nadorovych onemocnéni s hlavnim vedlej$im ucinkem zplisobujicim nefrotoxicitu. A to
z divodu, ze ledviny akumuluji CisPt ve vyss§i mife nez ostatni organy, jelikoz jsou hlavni
cestou jejiho vylouceni z téla. V ledvinach CisPt zplisobuje apoptoézu a nekrodzu tubuldrnich
bunék tim, ze vstupuje do bun€k a poskozuje jadernou a mitochondridlni DNA (Yao X. et al.,

2007). Mechanismus nefrotoxicity vyvolané CisPt je multifaktorialni a nebyl pln€ objasnén,
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apoptdza a oxidacni stres jsou povazovany za klicové aktéry v patogenezi nefrotoxicity.
V soucasnosti bylo navrzeno nékolik terapeutickych strategii vcetné intenzivni hydratace
a vyuzivani alternativnich analogli jako mozné ptistupy k prevenci nefrotoxicity vyvolané
CisPt. Nicméné tyto renoprotektivni pfistupy zistavaji neuspokojivé. Hledani novych
zpusobu, jak zmirnit nefrotoxicitu vyvolanou CisPt je proto v terapeutickém vyzkumu

rakoviny nalé¢havé nutné (Hu JN. et al., 2020).

Cyklosporin ptisobi jako imunosupresivum. Cilen¢ se tento 1€k vyuziva k tlumeni
imunitni reakce zvlast¢ po organovych transplantacich, ale mimo jiné aktivuje systém
renin-angiotenzin (RAS) a zvySuje vazokonstrikéni faktory. K aktivaci RAS pomoci
cyklosporinu dochdzi dvéma mechanismy, pfimym tU¢inkem na juxtaglomeruldrni buiky
a neptimo prostfednictvim arteridlni vazokonstrikce a snizenim pritoku plazmy ledvinami.
Nefrotoxicita cyklosporinu je zavisld na davce a je reverzibilni po snizeni davky, nebo

vysazeni léku (Dustin T. et al., 2012).

Acetaminofen (APAP) je nejcastéji pouzivané antipyretikum a analgetikum téz znamé
jako paracetamol. Toto 1é¢ivo pusobici proti bolestem je povazovano za bezpecné
pii pouzivani v terapeutickych davkach. Pii predavkovani mize mit za nasledek poskozeni
jater a ledvin. APAP je metabolizovan primarn€ v jatrech glukuronidaci a sulfataci,
vysledkem jsou metabolity rozpustné¢ ve vodé vylucované ledvinami. V terapeutickych
davkach je ¢ast podavaného APAP oxidovana mikrozomélnim cytochromem P-450
na toxicky meziprodukt N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI). Tento meziprodukt je
redukovan glutathionem a nésledné je vylu¢ovan jako kyselina merkapturova. Pti nadbytku
APAP se zasoby sulfatu a glutathionu vycerpavaji a tvorba NAPQI je vyznamné zvySena.
produkci metabolitli, coz zvySuje toxicitu a zanechava velké mnozstvi reaktivnich latek
nenavazanych. Tento proces narusuje homeostazu a aktivuje kaspazy, které¢ vedou k apoptoze
anasledné k dysfunkci orgdnu. APAP nejcastéji poSkozuje proximalni a distalni tubuly ledvin

(Mazer M. et al., 2008; Vrbova M. et al., 2016).

Gentamicin (GM) se fadi do tfidy aminoglykosidovych baktericidnich antibiotik. Jeho
klinické vyuziti je ¢asto spojovano s indukci nefrotoxicity. I pfes navozeni nefrotoxicity je
GM klinicky vyuzivan diky svému Sirokému spektru aktivit proti bakterialnim infekcim
zpusobenych bakteriemi rodu Pseudomonas, Proteus a Serratia. K nefrotoxicité vyvolané
GM dochazi selektivni kumulaci v rendlnich proximalnich tubulech, coz vede ke ztraté
integrity kartd€ového lemu. Zahrnuje vSak mnoha dal$i poskozeni ledvin jako je tvorba

volnych radikalt v ledvinach, akutni tubularni nekroza a glomerularni kongesce. Nasledkem
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zminénych poskozeni je snizeni glomeruldrni filtrace a mozna dysfunkce ledvin (Choi KH.
et al., 2000; Balakumar P. et al., 2010).

Vankomycin (VAN) je dalsim Iékem, ktery za urcitych podminek mize zptisobovat
za zodpovédné za nezadouci ucinky. AvSak moderni slozeni VAN bez necistot zlstava
i nadale ototoxické a nefrotoxické. VAN vyvoland nefrotoxicita se vyskytuje u 5-25 %
pacientti. Tento 1€k je glykopeptidovym antibiotikem pouzivanym pii 1écbe infekci
rezistentnich na penicilin, zptasobenych predevsim grampozitivnimi bakteriemi Clostridium
difficile a meticilin-rezistentnim Staphylococcus aureus. VAN muizZze ovliviiovat
mitochondrialni funkci a indukovat na davce zavislou proliferaci proximalnich tubularnich

bunék in vitro (King DW. et al., 2004; Filippone EJ. et al., 2017).

1.4 Markery poskozeni ledvin

Marker nebo také biomarker je méfitelnym indikatorem biologického stavu zivych
organismil. Nejéastéji se biomarkery detekuji a vyhodnocuji ze vzorkl krve, mo¢i nebo
mekkych tkani. Pouzivaji se predevsim ke zkoumani fyziologickych biologickych procest,
patogennich procesti nebo farmakologickych reakci na terapeutickou intervenci (Ix JH.
etal., 2021).

JiZ po vice nez 70 let jsou sérovy kreatinin a jeho odvozené derivaty markerem
pro detekci a monitorovani poskozeni ledvin. Bohuzel tradi¢ni sérové markery ledvin,
jako jsou kreatinin nebo dusik mocoviny v krvi (BUN), nejsou citlivé ke vSem typim
poskozeni ledvin, jakym je naptiklad AKI (Ix JH. et al., 2021). Biomarkery, které se uvoliuji
ptimo do krve nebo do moci v ledvinach, mohou byt v reakci na poSkozeni ledvin vyznamné
lep§im markerem, nez jiz zminény kreatinin a BUN. Napt. mocovy albumin, protein v moci
a mocCové markery Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1), B2-mikroglobulin, cystatin C
a kalbindin jsou uznavany jako vysoce citlivé a specifické mocové biomarkery pro sledovani
poskozeni ledvin. Tyto biomarkery zastupuji dalezitou roli ve studiu a vyvoji 1€k tim,
preklinickych experimentd umoznuje vylouceni né€kterych 1€kt nebo zménu sloZeni 1éka,
které vyvolavaji vySe uvedenou toxicitu. Mezi dal§i pouzivané biomarkery nefrotoxicity,
které byly zjiStény v moci hlodavcl nebo pacientl patii interleukin-18, netrin-1, mocové

exozomy a Tissue Inhibitor of Metaloproteinases-1 (TIMP-1) (Griffin BR et al., 2019).

Sérovy kreatinin a BUN se ¢asto vyuzivaly k diagnostice AKI. AvSak sérovy kreatinin

je zavisly predevSim na nerendlnich faktorech, jako jsou napt. veék, pohlavi, stav svalové
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hmoty a celkovy nutriéni stav pacienta, které nejsou nijak zavislé na funkci ledvin. BUN
také neni optimalni pro diagnézu AKI. BUN je stejn¢ jako sérovy kreatinin zavisly
na faktorech, které nejsou nijak zavislé na funkci ledvin. U BUN jsou témito faktory napf-.
piijem bilkovin, katabolicky stav a 1écba vysokymi davkami steroidii. Tudiz ani jeden
z téchto dvou markerti nejsou vhodnymi markery pro véasnou detekci AKI. Opakem

sérového kreatininu a BUN je marker KIM-1 (Edelstein CL., 2008).

2 Bunécné kultury

Bunécéna kultura je zakladnim nastrojem pro vyzkum. Vyuziva se zejména jako zdroj
materidlu — bunék. Bunééné kultury mohou byt vytvoteny ze vzorkl tkané lidské i zvitect,
nebo z bunééné linie vytvofené diive. Historicky byly 2D jednovrstvé bunééné kultury
kultivovany na riiznych substratech a ukazaly se jako vhodny a i¢inny prostiedek k testovani
nové vyvinutych lé¢iv. V soucasné dobé mohou byt 2D bunécné modely pouzZity k efektivni
predikci in vivo 1ékovych odpovédi a jsou stdle uzite¢né pii objevovani 1€kt (Antoni D.
etal, 2015). Je vsak evidentni, ze tyto 2D kultury trpi nevyhodami spojenymi se ztratou
specificnosti, mechanickych a biochemickych podnéti a interakci mezi jednotlivymi
buitkami. Tento fakt z nich déla méné spolehlivé modely pro piedpoved’ 1€kové reakce

u nékterych onemocnéni napt. nadorovych (Fang Y. et al., 2017).

K ziskdni buné€k ze vzorkd lidské nebo zvifeci tkan€ se provadi enzymové
¢1 mechanické rozruSeni tkdné. Podle stafi délime Zivoc€isné bunécné kultury na primarni
kultury, bunééné kmeny a bunééné linie (Antoni D. et al., 2015). Priméarni bunééné kultury
jsou tvofeny buinikami, které jsou odebrany piimo z organismu a jsou kultivovany
v kultivaénim médiu. Tyto kultury vydrzi pouze v ramci dni, jelikoz se nejCastéji nachazi
v GO fazi, ve které nejsou schopny proliferace. Musi se tedy pasdzovat (Nema RA.
etal., 2012). U primarnich kultur rozliSujeme odkud bunky pochazi. Mlze jit o bunky
nadorového typu, které nepodléhaji starnuti a maji lepSi mnozici schopnosti nez bunky
z fyziologicke tkdné, ale na druhou stranu disponuji jinymi vlastnostmi nez jiz zminéné bunky
z tkané fyziologické. Nebo muze jit o normdlni bunky, které podléhaji starnuti a nejsou
schopny proliferace po mnozstvi pasdzovani. DalSim rozliSenim, které se pouziva, je, zdali
pochazi bunky z dospélého jedince nebo embrya. Opét je tu rozdil v schopnosti proliferace

(Jedrzejczak-Silicka MA., 2017).

Bunééné kmeny jsou vytvafeny z primarnich bunéénych kultur jiz jednou
pasazovanych. Tyto buiiky se jiz dokazi v in vitro podminkach proliferovat, a to az 40-50krat

a poté zanikaji (Nema RA. et al., 2012).
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Bunécné linie (imortalizované nebo taktéz permanentni) jsou linie bunék, které jsou
prakticky neomezené délitelné a Ize je tedy kultivovat ¢asové neomezené. Tyto bunky
pochézeji z bunénych kment, u kterych doslo k transformaci, nebo se izoluji z nadort.
Pouzivame je napt. k testovani 1€Civ in vitro (Jedrzejczak-Silicka MA., 2017). Poskytuji
fyziologické prostiedi pro studium fyziologie buné€k, ucinki 1ékt a toxickych sloucenin
na organy. Bunécné linie jsou neocenitelné zejména pii testovani xenobiotik zptisobujicich
toxické poskozeni ledvin. A to zejména proto, ze detekovat posSkozeni ledvin in vivo je velice

slozité a Casto je diagnostikovano pftilis pozde (Aschauer L. et al., 2015).

Aby bylo mozné s bunéénymi liniemi pracovat, je potieba je vhodné kultivovat.
Slozeni kultivaéniho média (hormony rastové faktory, kultivacni substraty) ovliviluje
podstatné stupen rozliSnosti morfologie a funkce bunék. Je zapotiebi kultivovat za ptesné
stanovenych podminek pro kazdou linii a pro jednotlivé studované parametry (Pfaller W.
et al. 1998; Jedrzejczak-Silicka MA., 2017).

Nedavné pokroky v bunécéné biologii a tkanlovém inzenyrstvi umoznily vyvoj Siroké
Skaly trojrozmérnych (3D) bunécnych kultur. Mezi né patfi mnohobunééné sféroidy,
organoidy a 3D biotisky, z nichz kazdy ma své vyhody i nevyhody. 3D bunécné kultury
se v dnesni dob¢ vyuzivaji jako novy nastroj pii raném objevu léCiv, ale také jako potencialni

terapeutika k 1€¢bé onemocnéni (Fang Y. et al., 2017).

3 Bunécné linie pouzivané k testovani nefrotoxicity

Pro testovani nefrotoxicity in vitro se Casto pouzivaji bunky proximalnich tubult
ledvin. Ledviny jsou pfirozené vystaveny vétSimu podilu cirkulujicich 1é¢iv a chemikalii
v krvi. PouZivaji se jak bunécné linie zviteci, tak lidské. Nazvy vybranych bunéénych linii
s jejich ptivodem jsou uvedeny v nasledujici tabulce 2. AvSak existuji velké mezidruhové
rozdily, diky kterym je prognoéza ze zvifecich bunéénych modelli omezend v ramci
nefrotoxicity u lidi, a tudiz se vice uZivaji lidské bunécné linie. Bunétné linie jsou pouzivany
zvlasté v preklinickém stanoveni, a to z diavodu vyvoje a testovani 1€kt s niz§im

nefrotoxickym potencidlem (7Tiong HY. et al., 2014).
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Tabulka 2: Bunécné linie proximalnich tubulii ledvin. Upraveno dle Pfaller W. et al., 1998.

Bunééné linie Puvod Zdroj segmentu
HK-2 Clovék Proximalni tubularni buiiky
HEK 293 Clovek Embryonalni ledvinné bunky
LLC-PK1 Prase Hampshire Proximéalni nefron
OK Vacice Severoamericka Proximalni nefron
JTC-12 Opice Proximalni nefron
MDCK Pes (KokrSpané¢l) Sbérny kanalek
A6 Drapatka vodni Distalni tubuly / sbérny kanalek

3.1 Bunééna linie HK-2

Lidska ledvinova bunééné linie Human kidney - 2 (HK-2) (obr. 2), je vytvofena
imortalizaci bunék proximdlnich tubuld dospélého cloveéka. Builky byly imortalizovany
pomoci rekombinantniho papilomaviru (HPV 16). Bunécénou linii vytvofil Ryan MJ.

a kol. v roce 1994 (Ryan MJ. et al., 1994, Vrbova M. et al., 2016).

Primarni bunéénd kultura bunék proximdalnich tubulii ledvin byla vystavena
rekombinantnimu viru, ktery obsahoval HPV 16 E6/E7 geny. Proteiny HPV16 E6 a E7
spolupracuji na dlouhodobém az neomezeném prodlouzeni zivotnosti lidskych keratinocytt.
Samotny gen E7 je schopen transformovat bunééné linie fibroblastii a mohl by stimulovat
proliferaci keratinocytl pii starnuti, ale tyto kultury bunék proximalnich tubulli se nepodatilo
imortalizovat. Bylo zji$téno, Ze k imortalizaci je nutna konstrukce obsahujici oba geny E6
a E7 (Hawley-Nelson P. et al., 1989). Produkty genii se vazou na regula¢ni proteiny DNA

a vysledkem je usnadnéni proliferace.

Bunky HK-2 si zachovavaji stale stejny fenotyp a funkéni charakteristiky, jakymi jsou
enzymy, membranové transportéry, adenylatcyklaza reagujici na pfiStitna téliska, ale ne
na antidiureticky hormon aj. Hlavni vyhodou této bunééné linie je ptivod z ledvin dospélého
¢lovéka a zachovana funkéni 1 morfologicka ¢ast proximalnich tubularnich bunék, zaroven
s 1mortalizaci. Moznou nevyhodou je doba zdvojnasobeni bunék, kterd je primérné

stanovena na 54 hodin (Ryan MJ. et al., 1994, Vrbova M. et al., 2016).
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Obrazek 2: HK-2 buinky o rozdilné denzite. (A) bunky HK-2 o nizké denzité, (B) burnky
HK-2 o vysoké denzité (upraveno dle Priante G. et al., 2019).

Bunky lze kultivovat v DMEM F-12, coZ je smé&s Dulbecco’s Modified Eagle’s
medium a zivin F12 v poméru 1:1. Tato smés kombinuje vysoké koncentrace glukozy,
aminokyselin a vitamind. Jelikoz tato smés média a Zivin neobsahuje rastové faktory,
proteiny ani lipidy, je obvykle vyZadovano doplnéni média sérem. Autofi studie Vrbova M.
a kol. (2016) pidu DMEM F12 (1:1) doplnili 5% fetalnim hovézim sérem, penicilinem
(50 pg/ml), pyruvatem (1 mM), streptomycinem (50 pg/ml), inzulinem (10 pg/ml)
a epidermalnim rstovym faktorem (5 ng/ml). Kultivaci nasledné provadéli pti 37 °C a tenzi
CO2 (5 %). Jelikoz DMEM F12 obsahuje hydrogenuhli¢itan sodny, ktery slouzi jako
pufrovaci systém, je vyzadovano prostiedi 5-10% tenze CO.. Tenze CO>udrzuje fyziologické
pH pro kultivované bunky.

Avsak ne vzdy je kultivace provadéna timto zptisobem, postupy se mohou lisit v druhu
a mnozstvi reagencii. Piikladem rozdilné kultivace je studie Xu ZH. a kol. (2021), kde autofi
pouzili ke kultivaci HK-2 bunék DMEM F-12 v poméru 3:1. Pida byla doplnéna o 10%
fetalni hovézi sérum, 1% penicilin a 1% streptomycin. Oproti uvadéné kultivaci podle
Vrbové M. a kol., autofi studie Xu ZH. a kol. pouzili piidu s jinym pomérem smési Zivin
a nedoplnovali piidu o inzulin a rastovy faktor. Kultivaci nasledné provadéli pii 37 °C.

Dalsi z moznych kultivaci byla popsana studii Kim SS. a kol. v roce 2017. Autofi
v této studii vyuzili ke kultivaci bunék DMEM doplnény o rizné koncentrace D-glukozy
(5 mM, 30 mM), 10 % tepeln& inaktivované fetalni hoveézi sérum a antibiotika. Buiky byly
nasledné inkubovany pii 37 °C, 5% tenzi CO; a to po dobu 24 a 48 hodin. Vysledek tc¢inku
rizné koncentrace glukozy v médiu vyplyval z imunofluorescencni detekce exprese
izoformy matrixmetaloproteinazy-2 v plné délce (FL-MMP-2) v bunkach HK-2 (obr. 3).
Mikroskopické nalezy potvrdily, Ze izoforma FL-MMP-2 je indukovdna vysokou
glukézovou stimulaci bunék HK-2 (Kim SS. et al., 2017).
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Obrazek 3: Imunofluorescencni detekce izoformy FL-MMP-2 v buitkach HK-2. (4,C) Burnky
kultivovany v standardni (SmM) glukoze po dobu 24 a 48 hodin; (B,D) Bunky kultivovany
ve vysoké (30mM) glukoze po dobu 24 a 48 hodin. Zvétseni 400x (horni Fadek), zvetseni 800x
(spodni radek). Pro detekci bylo pouzito imunofluorescencni barveni na izoformu FL-MMP-2
bunék HK-2 (upraveno dle Kim SS. et al., 2017).

3.1.1 Studie 1: Evaluace biomarkeri nefrotoxicity na HK-2 buiikach

Studie Sohn SJ. a kol. (2013) byla zaméfena na mozné pouziti znamych in vivo
biomarker( nefrotoxicity ledvin jako prediktivnich néstroji pro hodnoceni nefrotoxicity také
in vitro. Prace zkouma zmény exprese biomarkert KIM-1, kalbindinu a TIMP-1 po vystaveni

HK-2 bunék CisPt.

Prvnim testovanym biomarkerem pro detekci nefrotoxicity ledvin byl KIM-1. Jedna
se o transmembranovy protein a specificky citlivy biomarker poSkozeni ledvin, jehoZ exprese

je za fyziologického stavu buné€k velice nizkéa (Bonventre JV., 2009).

Dal$im testovanym biomarkerem byl kalbindin D28K, jedna se o intracelularni
protein vazajici vapnik zavisly na vitaminu D, ktery je exprimovan v epitelidlnich buitkach
distalnich tubulG ledvin. Specifickd lokalizace kalbindinu D28K v distalnich tubulech
a sbérmém kandlku poskytuje jasnou predstavu o poskozené casti ledvin (Sourial S.
et al., 2009).

Poslednim testovanym biomarkerem byl TIMP-1. Jedna se o glykoprotein regulujici
syntézu a degradaci extracelularni matrix. Také je zodpovédny za inhibici matrix
metaloproteindz. RUzné expozice toxickym latkam zvySuji hladinu TIMP-1 (Murphy G.,
2011; Sohn SJ. et al., 2013).

Ve studii Sohn SJ. a kol. (2013) bylo potvrzeno, ze KIM-1, kalbindin 1 TIMP-1 jsou
skutecné vice exprimovany po pusobeni CisPt na bunky HK-2 v porovnani s buiikami

kontrolnimi. Hladiny téchto biomarkeri byly detekovany pomoci imunoblotové analyzy
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a vysledky byly zpracovany do grafii porovnavajici hladiny exprese jednotlivych testovanych
biomarkert po inkubaci HK-2 bunék s riiznymi koncentracemi CisPt (obr. 4). Analyza byla
vzdy provadéna z bunécného média a lyzatu HK-2 bunék. Buiiky HK-2 byly vystaveny CisPt
po dobu 24 hodin. U KIM-1 (obr. 4A) CisPt zplisobila vyznamné zvySeni jeho exprese
v médiu jiz pti koncentraci 10 uM. V bunéénych lyzatech se hladina proteinu se zvySujici
se koncentraci CisPt snizovala, coz je vysvétlovano tim, Ze buiiky ptisobenim CisPt pouze
neexprimuji KIM-1 protein, ale 1 zvySuji jeho Stépeni a uvolilovani ektodomény.
U kalbindinu a TIMP-1 autofi detekovali zvySenou uroven exprese, jak na bunécné linii

HK-2, tak v lyzatu bunék, jak je zndzornéno na obrazku 4B a 4C (Sohn SJ. et al., 2013).

Vysledky autort Sohn SJ. a kol. na HK-2 buikéch tedy naznacuji, ze KIM-1,
kalbindin a TIMP-1 ptivodné identifikovany jako in vivo biomarkery nefrotoxicity, mohou

byt pouZity i jako in vitro biomarkery pro hodnoceni renélni toxicity indukované CisPt (Sohn

SJ.etal, 2013).
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Obrazek 4: Zmeny exprese KIM-1, kalbindinu a TIMP-1 v zavislosti na koncentraci CisPt.
HK-2 bunky byly ovlivnény CisPt (0-25 uM) po dobu 24 hodin. Zmény exprese KIM-1,
kalbindinu a TIMP-1 byly analyzovany v médiu (horni radek) a v lyzatech (dolni radek).
Jako referencni protein byl pouzit f-aktin (upraveno dle Sohn SJ. et al., 2013).

3.1.2 Studie 2: In vitro test k predikci toxicity APAP pro jatra a ledviny

Studie Zhang L. a kol. (2007) byla zaméfena na mozné objasnéni proveditelnosti
predpovédi toxicity pro cilovy organ jater a ledvin pomoci in vitro testl. Studie pouzila bunky

HK-2 a bunky lidského hepatomu (Bel-7402) pro porovnani miry toxicity APAP ptisobici
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na ledviny a jatra. Ke stanoveni vysledkli vyuzili autofi Zhang L. a kol. mimo jiné detekci
zmény membranové permeability, kterda Gzce souvisi s bunéfnou smrti. Vysledky byly

stanoveny testem neutralni cervené a laserovym skenovacim konfokalnim mikroskopem.

Test neutralni cervené je zaloZen na piijmu neutralni ¢ervené, supravitalniho barviva,
a jeho akumulaci v lysozomech zZivotaschopnych neporanénych buné¢k. Pomoci linearni
regresni analyzy je mozné vypocist koncentraci vybrané latky potfebné ke snizeni absorbance
neutrdlni ¢ervené o 50 %, oznacované jako hodnota IC50. Tato hodnota je poté vyuzivana

pro vybér koncentrace dané latky u dalSich stanoveni (Zhang L. et al., 2007).

Zména membranové permeability je dal§im testovanym faktorem. Permeabilita
bunéénych membran (MPT) hraje dilezitou roli pfi udrzovani mitochondridlni struktury
a funkce, av§ak zména membranové permeability mtize vést k apoptdze a nekrdze. Bunééna

smrt je nejcasteji spojovana s kolapsem MPT (Bonora M. et al., 2022).

Bunky byly inkubovany s APAP o koncentraci 1000 pg/l po dobu 24 hodin a byly
hodnoceny testem neutralni ¢ervené. Vysledky testu ukézaly, Ze toxicita APAP byla vyssi
na bunkach jater nez na buiikach ledvin. Zména MPT byla detekovana obarvenim bunck
fluorescenéni barvou Rh123 a pozorovanim laserovym skenovacim konfokalnim
mikroskopem. APAP narusil MPT obou bunéénych linii zpiisobem zavislym na davce. Studie
prokazala, ze APAP zvysila MPT v bunikach Bel-7402, ale u bunék HK-2 méla opacny efekt
a MPT snizila (obr. 5). Dle autori Zhang L. a kol. vysledky prokazuji, zZe test in vitro
na bunikach HK-2 a Bel-7402 miiZe ptedpovidat toxicitu pro jatra a ledviny. Ze studie dale
vyplyvéa, Ze APAP vice plisobi na jatra neZ na ledviny a je tedy primarné bran jako

hepatotoxicka latka. Nefrotoxicky ucinek APAP je nizsi, ale ne zanedbatelny.
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Obrazek 5: Zména mitochondrialni permeability u bunék Bel-7402 a HK-2 po expozici
APAP. Bel-7402 (A, B) a HK-2 bunky (C, D) byly ovlivneny APAP (1000 ug/l) po dobu
24 hodin. Zmeény v permeabilité mitochondrialni membrany byly detekoviany pomoci
Sfluorescencni sondy Rhi123. (4,C) Kontrolni bunky; (B,D) bunky ovlivnéené APAP (upraveno
dle Zhang L. et al., 2007).

3.2 Bunéc¢na linie HEK 293

Bunéénd linie Human embryonic kidney 293 (HEK 293) (obr. 6) je odvozena
z lidskych embryondlnich ledvinnych bunék péstovanych v tkanové kultute. Zdrojem
puvodni linie HEK byl jediny elektivné potraceny zdravy plod nezndmého pivodu
(Lin YC. et al., 2014). HEK 293 byla poprvé vytvotena v 70. letech Frankem Grahamem,
holandskym biologem, transformaci a kultivaci bunék HEK pomoci stfizenych fragmenti
DNA adenoviru 5 (Ad5) (4dbaandou LA. et al., 2021). Fragment adenovirového genomu
se integroval do chromozomu 19 a kodoval proteiny E1A/E1B, které interferovaly s drahami
fizeného bunécného cyklu a piisobily proti apoptoze (Lin YC. et al., 2014). Vysledkem byla
bunécna linie s kontinualni produkci. Pro jeji mnohostranné vyuziti a nenarocnost
je kultivovana v mnoha laboratofich po celém svété. Je povazovana za robustni a nenaro¢nou
bunécnou linii. Doba zdvojnasobeni bun¢k bézné trva mezi 34-36 hodinami. Dalsi pfednosti
je moznost péstovat ji na adherentnich nebo suspenznich platformach. Tyto bunky
vSak nemusi byt nutné pouze buiiky linie HEK 293. Z pivodni linie bun¢k byla vytvofena
fada odvozenych bunécnych linii, 1épe vyhovujicich fadé riznych aplikaci (Abaandou LA.

etal., 2021).
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Navzdory tomu, ze pochazeji z ledvinové tkané, buinky HEK 293 (obr. 7) vykazuji
vlastnosti nezralych neuronti. Tato zvlaStni vlastnost vedla k mnoha vyzkumm a dikladné
charakterizaci této bunécné linie, které nakonec ukdzaly, Ze genomika bunék se nejvice

podoba bunkam nadledvin (Lin YC. et al., 2014).

Obrazek 7: Fluorescencni snimky bunécné linie HEK 293. Bunky s fluorescencnim proteinem
RFP , red fluorescent protein“ (vlevo), a s fluorescencnim proteinem GFP , green
fluorescent protein‘ (vpravo), znacen celkovy protein v buiitkaich HEK 293; zobrazeno
pod fluorescencnim mikroskopem (upraveno dle Mori Y. et al., 2020).

HEK 293 je mozné kultivovat podobnym zplsobem jako HK-2 buné¢nou linii.
Pouziva se DMEM doplnéné o 10% fetalni hoveézi sérum. Néslednd kultivace se provadi
pti teploté 37 °C a s 5% tenzi CO» (Jiang PE. et al., 2021).

Bunécna linie HEK 293 je epitelidlniho pivodu a je svou povahou adherentni. Linie
byla uzptsobena pro rast v suspenzi v bezsérovém nebo chemicky upraveném médiu.
Kultivace HEK 293 muze tudiz probihat i odlisnym zptsobem, ktery popsali autofi ve studii
Malm M. a kol. z roku 2020 (Malm M. et al., 2020). Pro kultivaci bun¢k HEK 293 autofi

této studie vyuzili médium bez séra a s nizkym obsahem proteini (293 SFM II).
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Toto médium je bez slozek zivocisného pivodu, upravené pro kultivaci suspenzni bunééné
linie HEK 293-F s vysokou hustotou. Médium je takto kompletné ptipraveno pro kultivaci,
bez potieby dopliiovani antibiotik, sér nebo jinych latek. Na rozdil od médii, ktera vyuzivaji
napft. fetdlniho bovinniho séra s nepiesnym slozenim, ma 293 SFM II pln¢ definované
sloZzeni. Nemuze tedy dojit k nechténym interakcim s jinymi latkami (Jang M. et al., 2022).
Bunééna linie HEK 293-F je odvozena od lidskych embryonalnich ledvinovych bunék HEK
293 a je adaptovana na kultivaci v SFM II. Tento klonovy izolat 293-F je rychle rostouci
variantou bunécné linie 293. Médium bylo doplnéno o 4 mM Glutamax (dipeptid
L-alanyl-L-glutamin) a kultivovano ve 125ml Erlenmeyerové tiepaci baiice pii 37 °C,

120 otackéach za minutu a s 8% tenzi CO2 (Malm M. et al., 2020).
3.2.1 Studie 1: Ochranny ucinek ginsenosidu Rk1 na CisPt indukovanou nefrotoxicitu

Cilem studie Hu a kol. (2020) bylo zkoumat potencialni ochranny t¢inek ginsenosidu
Rk1 z Zenenu pravého na nefrotoxicitu vyvolanou CisPt v buiikach HEK 293. U¢inek Rk1
na zivotaschopnost bunék HEK 293 osetfenych CisPt byl zkouman kolorimetrickym testem

pro hodnoceni bunééné metabolické aktivity (MTT) (Hu JN. et al., 2020).

Ptirodni slou€eniny z bylin nebo 1é€ivych rostlin se Siroce pouzivaji k 1é¢bé a prevenci
onemocnéni ledvin. V této studii vyuzili Rk1, ktery je hlavni aktivni slozkou kofene Zensenu
pravého (Panax ginseng C.A. Meyer). Ginsenosidy v ZenSenu prochazeji postupné
deglykosylaci, dehydrataci a izomeraci za vzniku mnoha vzacnych ginsenosidl, z nichz
hlavni je Rk1. Ginsenosidy pfipominaji z hlediska struktury steroidni hormony a maji rizné

rrrrr

krevnich desticek (Fuzzati N., 2004, Hu JN. et al., 2020).

Autofi Hu JN. a kol. (2020) nejprve testovali samotné tc¢inky Rkl na bunkdch HEK
293. Ve studii bylo prokdzano, ze bunky oSetfené Rkl v koncentraci mezi 50 az 125 uM
vykazuji zna€nou cytotoxicitu. Proto byly pro dal$i analyzy vybrany koncentrace Rkl
10 az 30 uM, které nevykazuji tak zna¢nou toxicitu. Pfi zkoumani ochranného ucinku Rkl
byly buiiky HEK293 vystaveny u¢inkiim CisPt s koncentraci 20 uM a Rk1. CisPt zplisobila
dramaticky pokles zivotaschopnosti bunék. Velka ¢ast bunék HEK 293 se po lécbé CisPt
zmensSila a u vétSiny bunék doslo i k rozpadu jadra (obr.8 — Cisplatina). U bunék, které byly
zaroven oSetfeny CisPt a Rk1, nezaznamenali autofi Hu JN. a kol. tak vyrazné poskozeni.
Morfologické zmény zptsobené CisPt se po oSetfeni Rkl (10, 20 a 30 uM) vyrazné snizily
(Hu JN. et al., 2020). Vysledek zkousky potvrdil ochranny efekt Rk1 na buiikdch HEK 293
(obr. 8).

30



Normal Rk1 (30uM) Cisplatina (20puM)
SR SR | | EPRSRYF
o T A | (17 0N

Cisplatina + Rk1(10uM) Cisplatina + Rk1(20uM) Cisplatina + Rk1(30uM)
) 5 1 RIS | | FRA _ e
G \ AS0) Npde 70 U =
N 46 Z g | Y0 ¥
\ s S G o L ; '4 8| (P \
N | | SRas N S | | = %
[@ L8l RGN 7 s 4K O o ’
.L&m S e PN T 2k Gy 1&“ 1&“"1’1.

Obrazek 8: Morfologie bunék po expozici CisPt a Rkl v riiznych koncentracich.
Normal — kontrolni bunky HEK 293; Rkl (30 uM) — bunky HEK 293 oSetrené Rkl
o koncentraci 30 uM; Cisplatina (20 uM) — bunky HEK 293 osetiené CisPt o koncentraci
20 uM, koncentrace, pri které dochazi k vyznamnému poskozeni bunék; Cisplatina + Rkl
(10, 20 a 30 uM) — bunky HEK 293 oSetiené CisPt o koncentraci 20 uM a Rkl v riznych
koncentracich (10, 20 a 30 uM). (upraveno dle Hu JN. et al., 2020).

Ve studii Hu JN. a kol. (2020) byly nasledné pouzity bunky na barveni a nasledné
hodnoceni pomoci fluorescenéni mikroskopie. Podle vysledkli barveni Hoechst 33258

(obr. 9) bylo jadro bunek HEK 293 a buné¢k HEK 293 s Rk1 morfologicky intaktni a thledné

usporddané s jasnym obrysem spolu s rovnomérné a mirn€ obarvenym chromatinem.

Normal Rk1 (30uM) Cisplatina (20uM)

Cisplatina + Rk1(20puM) Cisplatina + Rk1(30uM)

Cisplatina + Rk1(10uM)

Obrazek 9: Bunky HEK 293 pod fluorescencnim mikroskopem osetrené CisPt a Rkl.
Normal — kontrolni bunky HEK 293; Rkl (30 uM) — bunky HEK 293 oSetiené Rkl
o koncentraci 30 uM; Cisplatina (20 uM) — buniky HEK 293 osetiené CisPt o koncentraci
20 uM, koncentrace, pri které dochazi k vyznamnému poskozeni bunék; Cisplatina + Rkl
(10, 20 a 30 uM) — bunky HEK 293 osetiené CisPt o koncentraci 20 uM a Rkl v riznych
koncentracich (10, 20 a 30 uM), Rkl snizil morfologické zmeény vyvolané CisPt, nejvice u Rkl
s koncentract 30 uM. Sipky ukazuji nekrotické a poskozené buiitky (upraveno dle Hu JN.
etal., 2020).
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U bunék s CisPt byl vSak jasn¢ zietelny velky podil a vysoka hustota modré apoptdzy
bun¢k a malych kouskl jader, coz ukazuje na zavaznou apoptéozu zpusobenou CisPt.
ucinné zmirnény jak apoptoza, tak poSkozeni bunék (Hu JN. et al., 2020). Vysledky jsou

graficky zndzornény na obrazku 10.

Procento apoptézy (%)
s (=) o]
o (=] o

N
o
L

ol—— [
Normal Rk1 Cisplatina 10 20 30
Cisplatina + Rk1 (uM)
Obrazek 10: Graf detekce apoptozy bunek HEK 293 osetrenych CisPt a Rkl. Normal —
kontrolni bunky HEK 293, — téemér Zadna apoptoza; Rkl — bunky HEK 293 oSetiené Rkl
o koncentraci 30 uM; Cisplatina — bunky HEK 293 oSetrené 20 uM CisPt Cisplatina + Rkl
(10, 20 a 30 uM) — bunky HEK 293 osetiené CisPt o koncentraci 20 uM a Rkl v riznych

koncentracich (10, 20 a 30 uM) (upraveno dle Hu JN. et al., 2020).

Vysledky autort Hu JN. a kol. (2020) jasné€ ukazaly, ze Rk1 mize byt silnym ¢inidlem
proti toxicité CisPt v buiikdch ledvin. Mechanismy, které jsou zdkladem renoprotektivniho
ucinku Rkl1, by se mohly podilet na snizeni oxida¢niho stresu a apoptdzy potlacenim
kaspazovych signdlnich drah v buitkach HEK 293. Jedna se tedy o atraktivni doplikovou

terapeutickou latku pro 1é€bu a prevenci poskozeni ledvin.

3.3 Bunééna linie LLC-PK1

Bunéénd linie tubularnich epitelidlnich bunc¢k je izolovand z ledvin prasete
Hampshire. Plemeno Hampshire bylo pivodné do Ameriky dovezeno z Anglického hrabstvi
Hampshire na poc¢atku 19 stoleti. Lilly laboratories cell-Porcine Kidney (LLC-PK1) je linie
bunék s jedineénymi morfologickymi vlastnostmi. Mezi jedny z téchto vlastnosti se fadi 3D
rust a tvorba agregati. Imortalizované bunky LLC-PK1 vytvari 3D sféroidy (rotacni
elipsoidy) a na apikalni membrané kartaCovy lem. Sféroidy ptirozené napodobuji rizné
aspekty pevnych tkani, tj. i¢inné difuze kysliku nebo odstraniovani metabolickych odpadi.

Ackoli je bunécna linie povazovana za linii proximalnich tubuli, nachazi se zde
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i charakteristiky, které do proximalniho pivodu nezapadaji. Mezi takové charakteristiky

patii napf. tvar a lokalizace mitochondrii v buiice (Vrbova M. et al., 2016).

Bunky LLC-PK1 (obr. 11) produkuji fadu enzymt (alkalicka fosfatdza)
a membranovych transportért (transportéry aminokyselin, hexo6zy, fosfatazy a jiné). Bunécné
produkty mimo jiné zahrnuji i aktivator plazminogenu, latku, ktera stimuluje fibrinolyzu. Tato
latka byla soucasti 1ékli pouzivanych pfi tromboze, jelikoz usnadiiovala rozpousténi malych
krevnich sraZenin. Bunécna linie je diky svému 3D rastu vhodnym modelem pouzitelnym
pro rizné studie, do kterych se fadi napft. studie nefrotoxicity in vitro (Vrbova M. et al., 2016).
Jednou z téchto studii je studie Choi KH. a kol. (2000), ve které autofi sledovali mechanismy
smrti bunék LLC-PK1 po chronické 1écbé gentamicinem. Dalsi vhodnou vlastnosti bunééné
linie je rychlost zdvojnasobeni poctu buné&k. Pocet bunck se zdvojnisobi primeérné

za 24 hodin (Choi KH. et al., 2000).

Obrazek 11: Bunecna linie LLC-PKI. Bunky LLC-PK1; zobrazeno v zastinu, 10x zvétSeno
(upraveno dle Negrette-Guzman M. et al., 2013).

Bunéénou linii LLC-PK1 miZeme kultivovat stejné jako jiz zminénou linii HK-2
v médiu DMEM F12, postup se li$i pouze ve druhu a mnoZstvi reagencii. Autofi studie Wang
X. a kol. (2023) do média ptidali 100 U/ml penicilinu, 100 mg/ml streptomycinu a 10%

teplem inaktivovaného fetalniho hovéziho séra.

Stejné médium DMEM F12 bylo pouzito i v ramci studie Scarinci N. a kol. (2022).
Autofi pouzili buitky LLC-PK1 divokého typu a ptidali do média oproti prvni studii pouze
3% fetalni hovézi sérum, ale viitbec nepfidavali antibiotika. Buniky naockovali na sklenéna
kryci sklicka a péstovali je pii pii 37 °C a 5% tenzi CO,. Takto byly buiiky kultivovany,
aby dosahly plné konfluence béhem dvou az tfi tydni. Konfluentni buiiky byly autory studie
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Scarinici N. a kol. pouzity pro imunocytochemické studie vlivu extracelularnich vapenatych

iontl na délku primarni fasinky u bun¢k LLC-PK1 (obr. 12).

o-ac-Tub

Obrazek 12: Monovrstvy bunék LLC-PK]1 divokého typu pod fluorescencnim mikroskopem.
Bunky LLC-PKI1 oznacené protilatkou proti acetylovanému o-tubulinu (zelend, leva cast)
zobrazuje primarni motilni rasinky;, DAPI (modra, prava cast) zobrazuje bunécnad jadra
LLC-PKI (upraveno dle Scarinci N. et al., 2022).

Dalsi moZnou kultivaci LLC-PK1 je kultivace na a-modifikovaném Eaglové médiu.
Toto médium bylo vyvinuto v roce 1959 a slouzilo k vytvoteni DMEM, které obsahuje
na rozdil od ptivodniho Eaglova média vyssi koncentrace aminokyselin a glukézy. Eaglovo
médium se dopliiuje 3% fetalnim telecim sérem. Kultivace poté probiha pii 37 °C a 5% tenzi

CO2z (Choi KH. et al., 2000).

3.3.1 Studie 1: Gentamicinem indukovana apoptéza renalnich bunék LLC-PK1

Autofi studie Choi KH. a kol. (2000) se snaZili objasnit mechanismy smrti rendlnich
tubularnich buné€k indukovanych aminoglykosidy. Pouzili k tomu buné¢nou linii LLC-PK1,
kterou zkoumali po dlouhodobé expozici GM. Zaroven §lo o prvni studii, ktera byla zaméfena

na mozny vznik apoptdzy indukované GM.

Autofi Choi KH. a kol. pro hodnoceni apoptdézy vyuzili pritokovou cytometrii,
ktera pomoci méfeni rozptylu svétla rozlisila apoptické butiky. Pritokova cytometrie pouziva
dva detektory. Prvnim je FSC, ktery méti predni rozptyl svétla a vysledek méfeni je imérny
praméru bunky. A druhy detektor SSC méti bo¢ni rozptyl svétla, ktery nam poskytuje
informace o granularit¢ builky. Vysledek cytometrie pro apoptézu je charakteristicky
(snizeny FSC a zvySeny SSC) oproti normalnim bunikdm. Ve srovnani s kontrolou, 1é¢ba GM

po dobu delsi nez 12 dni vyznamné zvysila podil bunék v apoptotické oblasti v zévislosti
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na davce (Obr. 13). Maximalni apoptdézu zaznamenali po 15denni 1é¢beé GM. Lécba GM
v uvedenych koncentracich po dobu 15 dni zvysila podil bunék v apoptotické oblasti
zpusobem zavislym na davce (Obr. 13B — ImM, 13C — 10mM). Naopak u bun¢k osetienych
GM po dobu kratsi 12 dni nebyla pozorovéna zadnd vyznamna apoptdéza (Choi KH.
et al., 2000).
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Obrazek 13: Pritokova cytometricka analyza ucinkit GM. (A) — kontrolni bunky LLC-PK1,
bez GM; (B) — bunky LLC-PK1 oSetrené 1 mM GM po dobu (15 dni); (C) — bunky LLC-PKI
osetrené 10 mM GM po dobu (15 dni), pozorovana maximalni apoptoza bunék (upraveno
dle Choi KH. et al., 2000).

Studie Choi KH. a kol. (2000) byla dale zamétena na zmény v expresi Fas po expozici
GM. Byly provedeny Western bloty na buiikach vystavenych 10mM GM po dobu 7 az 15 dni,
kazdych 24 hodin. Prestoze doSlo k vyznamnému zvySeni poctu apoptotickych bunék,
neexistuje zadny vyznamny rozdil v expresi 45 kD proteinu Fas mezi bunikami oSetfenymi

GM a kontrolnimi bunkami.

V této studii autofi Choi KH. a kol. prokézali, Ze k apoptéze dochazi na bunkach
LLC-PK1 po 1é€bé GM po dobu 15 dni. Na zaklad¢ téchto zjiSténi autofi predpokladaji,
ze k apoptdze dochazi v renalnich tubularnich epitelidlnich bunikach po dlouhodobé expozici
GM a tento proces mize byt rozhodujici pro poskozeni bunck, néaslednou a piipadnou
regeneraci. Autofi nadale ve své praci uvedli, Ze proces vedouci k apoptoze je slozity. A to
s predpokladem Ze existuji rizné biochemické dé¢je, které mohou iniciovat proces apoptozy,
véetné deprivace rustovych faktori, mitochondridlniho posSkozeni, oxida¢niho stresu

a naruseni intracelularni homeostazy.

Vysledky a predpoklady studie Choi KH. a kol. (2000) byly potvrzeny studii
Balakumar P. a kol. (2010), ve které bylo uvedeno, ze patologické mechanismy souvisejici
s nefrotoxicitou vyvolanou GM, zahrnuji zvySenou regulaci transformacéniho rtstového
faktoru (TGF-B), elevaci endotelinu-1, vyrazné zvySeni infiltrace monocyti/makrofagh
do renalni kiiry a dfené, indukci oxidac¢niho stresu a apoptozu s nekrozou (Balakumar P.

etal., 2010).
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3.3.2 Studie 2: Proliferativni reakce pozorované po 1é¢bé vankomycinem na LLC-PK1

Zkoumani ucinkii VAN na bunécénou proliferaci a mitochondrialni funkci
v epitelidlnich buitkach proximalniho tubulu ledvin LLC-PK1 se vénovali ve studii King
DW. a kol. (2004). Autofi této studie dale zkoumali a hodnotili G¢inky VAN na syntézu

proteint.

Renalni regenerace po subletdlnim poskozeni se vyznacuje charakteristickymi kroky
dediferenciace, migrace a proliferace nepoSkozenych rendlnich bunék, coz v koneéném
disledku podporuje obnovu rendlni funkce. Proliferativni odpovéd’ po subletalnim poskozeni
ledvin muze byt zprostiedkovana aktivaci drahy mitogenem-aktivované proteinkinazy

(MAPK) (King DW. et al., 2004).

Autofi King DW. a kol. vystavili buiky LLC-PK1 VAN o koncentracich
1,2,5a5mM po dobu 4 a 24 hodin. Nasledné hodnoceni G¢inkii VAN na pocet bunék
probihalo pomoci hemocytometrové metody po ukoncéeni expozice. Dle studie King DW.
a kol. (2004) bylo pozorovano vyznamné¢ zvySeni po¢tu bun¢k v obou ¢asovych expozicich
VAN ve srovnani s kontrolnimi buitkami (obr. 14A). Déle bylo pozorovano vyznamné
zvySeni celkového proteinu v obou ¢asovych expozicich VAN ve srovnani s kontrolnimi
buiikami (obr. 14B). Z dat studie vyplyva, ze zvyseni celkového poctu proteinti a bunck

naznacuje, ze expozice VAN na buiikach LLC-PK1 byla mitogenni (King DW. et al., 2004).
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Obrazek 14: Grafy vlivu VAN na pocet bunék a bilkovin. (4) Graf zndzornuje pocty bunék
po osetreni vankomycinem (VAN) v koncentracich (OmM; ImM; 2,5mM; SmM) po dobu
4a24 hodin. (B) Graf zndzornuje hodnotu celkového proteinu po osetieni VAN
v koncentracich (OmM; ImM; 2,5mM; SmM) po dobu 4 a 24 hodin. (Upraveno dle King DW.
etal., 2004).

Vysledky ziskané v této studii ukazaly, ze expozice VAN muize byt schopna vyvolat

proliferativni odpovéd’ v epitelidlnich bunikéach ledvin, ktera mtze byt spojena se zménénou
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mitochondridlnich funkci. Bunécna proliferace muze byt dle udaji pravdépodobné

zprostifedkovana signalni drahou MAPK (King DW. et al., 2004).

3.4 Bunécéna linie OK

Bunky proximalniho tubulu ledviny Vacice Severoamerické (OK) jsou spontdnné
imortalizovanou bunécnou linii. Tato linie byla odvozena v roce 1975 z ledvinové tkané
ziskané ze samice Vacice Severoamerické Didelphis Virginiana. 1 kdyz buiiky byly pavodné
piipraveny pro studie mechanismu inaktivace chromozomu X, dalsi charakterizace odhalily,
ze ptedstavuji vynikajici model bunécné kultury, ve kterém lze zkoumat membranovy
transport a transport iontdl v proximalnich tubulech (Liapis H. et al., 1997, Eshbach ML.
etal., 2017).

OK buiiky si mimo jiné zachovavaji mnoho morfologickych a funkénich charakteristik
proximalnich tubull, véetné kartdCového lemu (obr. 15), tvorby epitelidlni monovrstvy
snadno propustné pro ionty a vodu a vysoké apikalni endocytarni kapacity vzhledem k jinym
bunéénym liniim ledvin. Studie uskute¢néné na OK bunkach vyznamné ptispély k pochopeni
toho, jak je funkce proximalnich tubuli regulovana a udrZzovdna. Mezi dal$i ne méné

vyznamné studie patii studie Prozialeck WC. a kol. (2006), ve které autoii potvrdili

podobnost vlastnosti OK bunécné linie a proximalniho tubulu in vivo (Eshbach ML. et al.,

2017, Prozialeck WC. et al., 2006).

Obrazek 15: Diferenciovana monovrstva bunék OK znacena fluorescencnim barvenim. OK
bunky barveny rhodamin faloidinem a protilatkou proti acetylovanému tubulinu
pro vizualizaci mikroklkii (leva cast) a primdrnich rasinek (prava cast); zobrazeny konfokalni
mikroskopii; s méritkem 10 um (upraveno dle Eshbach ML. et al., 2017).
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Bunky OK linie jsou nejéastéji kultivovany v DMEM F12 doplnéném o 10% fetalni
hovézi sérum, 2 mmol/l L-glutamin, 100 U/ml penicilin a 100 pg/ml streptomycin (Liapis H.
et al., 1997; Al-Rasheed NM. et al., 2004). Ve studii Eshbach ML. a kol. (2017) pouzili
také ke kultivaci DMEM F12 doplnéné o 10% fetalni hovézi sérum, ale dalsi pfidavek €inil

jiz pouze SmM Glutamaxu.

3.4.1 Studie: Potencionalni aktivace signalnich drah C-peptidem v buiikich OK

Zkoumat schopnost C-peptidu stimulovat intracelularni signalni drahy v bunkéch
proximalnich tubuldrnich ledvin, jejichz zménénd aktivace muze pravdépodobné souviset
s rozvojem diabetické nefropatie, bylo hlavni naplni studie Al-Rasheed NM. a kol. (2004).
Vysledky byly stanoveny pomoci, analytické techniky Western Blot detekujici specificky

protein ve smési proteind.

Proinzulinovy peptid (C-peptid) je produkt enzymatického Sté€peni vznikajici béhem
biosyntézy inzulinu. Inzulin a C-peptid jsou uloZeny spolecné v sekrecnich granulich
pankreatickych beta bun¢k, a nakonec jsou uvoliiovany souCasné¢ a v ekvimolarnich
mnozstvich do portadlniho ob&hu. C-peptid tvofi spojku mezi fetézci A a B inzulinu,
coz usnadiiuje spravné skladani a tim vytvofeni disulfidovych vazeb mezi sousednimi

cysteinovymi zbytky (4/-Rasheed NM. et al., 2004).

K tomuto vyzkumu byla pouZita imortalizovana bunécénd linie OK. Bunky byly
osetfeny 5 nmol/l C-peptidu po uvedenou dobu 0-30 minut. Nasledné byly promyty pufrem,
separovany a preneseny na nitrocelulozové membrany, kde byly nasledné blokovany
a imunoblotovany pomoci antiséra proti extracelularnim signalem regulované kinaze (ERK)
a proti fosforylované ERK. Primarni protilatky byly nésledné vizualizovany pomoci
sekundarnich protilatek konjugovanych s peroxidazou. Celkova ERK a fosforylovana ERK
byla detekovana imunoblotem. Levy panel ukazuje reprezentativni skvrnu (obr. 16A). Pasy
byly kvantifikovany a hodnoty vyjadieny graficky v nasledujicim grafu (obr. 16B)
(Al-Rasheed NM. et al., 2004).

Inkubace OK bunék s C-peptidem vedla ke zvySeni fosforylované ERK v zavislosti
na ¢ase. Maximalni stimulace fosforylace oproti bazalni stimulaci nastala po 3 minutach,
ktera nadale klesala na platd mezi 10 a 30 minutami. ZvySenim ERK dochézi k aktivaci

mitogenni signalni drahy (4/-Rasheed NM. et al., 2004).
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Obrdzek 16: Graf fosforylované a celkové ERK u bunék OK. (4) Casovy priibéh stimulace
ERK (celkové a fosforylované) pri osetieni OK bunek C-peptidem o koncentraci 5 nmol/l
v ruznych casovych intervalech (0-30 minut), detekovano imunoblotem; (B) Fosforylované
pasy po kvantifikaci, hodnoty vyjadreny graficky v zavislosti na case. Trojuhelniky
predstavuji  celkovou ERK, Cctverce predstavuji  fosforylovanou ERK (upraveno
dle Al-Rasheed NM. et al., 2004).
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Po prokazani schopnosti C-peptidu aktivovat mitogenni signalni drahy v OK buikach,
autofi Al-Rasheed NM. a kol. pokrac¢ovali ve studii vlivu C-peptidu na bunécnou proliferaci.
Inkubace OK bunc¢k s C-peptidem po dobu 24 hodin vedla k zvySeni inkorporace
3H-thymidinu (obr. 17). Toto zvyseni bylo maximalni pti 5 nmol/L C-peptidu. C-peptid tedy
indukoval vyznamné zvySeni proliferace OK bunék ve srovnani s kontrolou bez jakékoli

stimulace.
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Obrizek 17: Graf inkorporace >H-thymidinu v zavislosti na koncentraci C-peptidu. Bily
sloupec — kontrola, buiiky OK bez oSetieni C-peptidem; Cerné sloupce — buitky OK
stimulovany koncentracemi (1, 5, 10 nmol/l) C-peptidu po dobu 24 hodin (upraveno
dle Al-Rasheed NM. et al., 2004).
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V ptedchozi studii Li ZG. a kol. (2003) bylo uvedeno, ze podobné koncentrace
C-peptidu jsou mitogenni pro bunky lidského neuroblastomu (Li ZG. et al., 2003).
Toto posledni zjisténi je kompatibilni s vysledky studie Al-Rasheed NM. a kol. (2004)
anaznacuji, ze ERK se podili na proliferaci bunék a aktivaci mitogenni signalni drahy
indukované C-peptidem. Nepfitomnost mitogenniho G¢inku u diabetu miize pfispivat
k hypertrofickym abnormalitdm rastu ledvin pozorovanym u diabetické nefropatie. Zavérem
autofi této studie doporucili dalsi studie C-peptidu, jakozto terapeutického Cinidla pii 1é€bé

diabetu mellitu (A/-Rasheed NM. et al., 2004).

4 Bunécné kultury 3D

3D bunécnd kultura je uméle vytvotend kultura, kde je umoznéno biologickym
bunkam rist a interagovat se svym okolim. Oproti 2D kulturdm mohou 3D kultury in vitro

rust ve vSech smérech podobné jako v in vivo prostiedi (Fang Y. et al., 2017).

V roce 2009 v pielomové studii Sato T. a kol. (2009) bylo prokazano, ze dospélé
sttevni kmenové bunky exprimujici leucin s obsahem receptoru 5 a G proteinem (Lgr5)
mohou tvofit 3D stfevni organoidy v Matrigelu. Bunky se samy organizuji a diferencuji
do struktur krypt a klkt ptesné jako v in vivo ptipadé. Jednalo se o prvni zpravu tykajici
se vytvoreni 3D organoidni kultury odvozené z jediné dospélé kmenové bunky. Tato prace
pfipravila scénu pro mnoho naslednych organoidnich praci v jinych systémech

(napft. zaludek, jatra, plice a ledviny).

Nedavny vyvoj 3D kultivacnich systémi umoznil ¢asteéné rekapitulovat slozitost
savCi organogeneze in vitro a také umoznil generovani transplantovatelnych tkani. Kultivace
lidskych derivata ve 3D oteviela nové obzory pro zkoumani lidského vyvoje a vyvoj pouziti
regenerativni mediciny (Huch M. et al., 2015). V poslednich letech se zrychlila implementace
3D bunéénych kultur pfi objevovani 1ékt, hlavné diky potifebé neustile vylepSovat
produktivitu farmaceutického vyvoje a vyzkumu. Pouziti 3D bunécnych kultur umoziuje
vetsi predvidatelnost uCinnosti a toxicity 1éCiv u lidi, pfedtim nez se léCivo presouva
do klinickych studii. 3D modely bunécnych kultur jsou vyhodné v tom, ze umoznuji nejen
hodnoceni bezpecnosti a Ucinnosti 1éCiva in vitro, ale také eliminuji mezidruhové rozdily

(Antoni D. et al., 2015; Fang Y. et al., 2017).
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4.1 Sféroidy

Mnohobunécné kultury ptivodné vyvinuty Sutherlandem a kol. v roce 1970, byly
vytvoieny, aby rekapitulovaly funk¢ni fenotyp lidskych nadorovych bunék a jeho reakci
na radioterapii. Od té doby byly sféroidni kultury aplikovany na mnoho dalSich typti bun¢k
vcetné kmenovych buné€k, hepatocyti atd. Doslo také k adaptaci nadorovych sféroidnich
monokultur s imunitnimi nebo endotelidlnimi buitkami, pro experimentalni vyzkum
rakoviny a pro screening onkologickych Iékti. Sféroidy jsou typem 3D modelu bunck,
které kompenzuji nedostatky pozorované u jednovrstevnych kultur. Pfikladnou kompenzaci
je schopnost sféroidu vyvinout gradient kysliku, Zivin a metabolitl, a tak vytvofit heterogenni

bunécnou populaci (Fang Y. et al., 2017).

Toxikologické studie dokazaly, ze 3D bunééné kultury jsou téméf na stejné urovni
jako studie in vivo pro testovani toxicity léc¢iv. Autoii ve studii Fey SJ a kol. (2012)
porovnavali hodnoty 6 béznych 1ékli (acetaminofen, amiodaron, diklofenak, metformin,
fenformin a kyselinu valproovou) s hodnotami ze studii in vivo. Vysledkem byla korelace
hodnot 3D sferoidti s hodnotami ze studii in vivo. A¢koli 2D bunééné kultury byly a nadale
jsou pouzivany k testovani toxicity, 3D sféroidy se ukéazaly jako lepsi nastroj pii testovani

chronické expozi¢ni toxicity, protoze maji delsi zivotaschopnost (Fey SJ et al., 2012).

Existuji celkem ¢tyfi mozné typy, jak umoznit kultivaci sféroid. Prvni moZnosti je
pouziti desticek s povrchovym potahem (Obr. 18a), ktery mé nizkou ptilnavost, k podpote
samoagregace bun€k do sféroidi. Mimo jiné maji desticky piesn¢ definovanou geometrii
— maji kulaty tvar se zkosenym dnem. Klicovou vyhodou tohoto typu kultivace je tvorba,
propagace a testovani sféroidli na stejné desti€ce, umoZilujici vysoce vykonny screening

(Corro C. etal., 2020; Fang Y. et al., 2017).

Druhou moznosti je pouziti zavésnych desek k podpoie tvorby mnohobunécnych
sféroidti (obr. 18b). Buiikky v médiu jsou davkovany do horni ¢asti zavésnych desek, bunky
jsou segregovany do samotné kapicky média vytvofené pod otvorem dna jamky zavésné
desky. Zasadni nevyhodou je nutnost pienosu sféroidu na druhou desticku pro piipadné testy.

Tretim moznym postupem je pouziti bioreaktoru (napf. rotacni baiiky) k pohonu
samoagregace bunék do sféroidli za podminek dynamické kultivace (obr. 18c). Tento typ
umoziuje produkei sféroidit ve velkém meéfitku. Nevyhodou je nestejnomérnost velikosti

produkovanych sféroida.
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Ctvrtym a poslednim postupem je pouziti povrchii s mikro nebo nano vzorem
jako oporou pro fizeni adheze a migrace bunck (obr. 18d). Jedna se o desti¢ky s natiSténimi
mikro vzory, s vyhodou malé variace mezi jamkami a destickami. AvSak nevyhodou je
mozna tvorba bublinek béhem kultivace a pipetovani, které¢ Casto poSkozuje povrchovy

vzorek desticky (Fang Y. et al., 2017).

(a) () 7 |
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Obrazek 18: Schémata technickych metod kultivace sféroidu. (A) Desticky s povrchovym
potahem; (B) Zavésna deska; (C) Rotujici nasténnda nadoba (bioreaktor), (D) Desticka
s natistéenym mikro vzorem (upraveno dle Ryu NE. et al., 2019).

4.2 Organoidy

Moderni termin organoid se tyka bunék rostoucich v definovaném 3D prostiedi
in vitro za vzniku mini-shluki bunék. Tyto bunky se samy organizuji a diferencuji na funkéni
typy bunék, rekapituluji strukturu a funkci organu in vivo. Proto je mozné je nazyvat také
mini-organy nebo organové pupeny. Organoidy mohou byt odvozeny z embryondlnich
kmenovych bunék, indukovanych pluripotentnich kmenovych buné€k, neonatalnich
nebo dospélych kmenovych bunek. A to procesem podobnym zptlisobu, jakym organ ziskava

svou typickou organizaci (Corro C. et al., 2020).

3D kultivacni systém je zaloZen na suspenzni kultivaci, aby nedoSlo k pfimému
kontaktu s miskou. Toho Ize dosahnout pomoci techniky s nebo bez podpory tzv. Scaffold
technika. Podporami jsou biologické nebo syntetické hydrogely, které se podobaji
pfirozené extracelularni matrix. Nejcastéji pouzivanou smési je Matrigel, heterogenni

zelatinovo-proteinova smes vylucovana buiikami mysiho sarkomu Engelbreth-Holm-Swarm.
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Hlavni vyhodou podpory je, Ze obsahuje adhezivni proteiny jako je kolagen, enlaktin, laminin
a heparinsulfatové proteoglykany, které se podobaji extracelularnimu prostiedi a poskytuji
tudiz bunkdm strukturalni oporu a signaly extracelularni matrix. V opacném piipadé,
kdy neni podpora vyuzita jsou buiky kultivovany v kapickach definovaného kultivacniho
média visiciho na misce gravitaci a povrchovym napétim (Astashkina AL Et al., 2012; Corro

C. et al., 2020).

Vyvoj fyziologicky a funkéné vysoce presné ndhrady ledvinové tkané je obzvlaste
zajimavy pro klinické pozadavky na transplantaci ledvin. Ledvina vznikd z intermediarniho
mezodermu prostiednictvim signalizace Wingless / Int-1 (Wnt) a fibroblastového ristového
faktoru (Fgf), které se vyvine do uterického pupenu a metanefrického mezenchymu za vzniku
¢asnych rendlnich tubuld. Wnt je dilezitou signaliza¢ni kaskadou, ktera reguluje bunéénou

proliferaci a podili se na vyvoji organta (Corro C et al., 2020).

4.2.1 Studie: Schopnost 3D kultur reagovat na expozice acetonu a CisPt

Ve studie Astashkina Al. a kol. (2012) bylo hodnoceno schopnost 3D kultur zvysit
regulaci enzymu CYP2E1 a Kim-1 proteinu v reakci na zndmé nefrotoxiny, aceton a CisPt.

Vysledky byly stanoveny pomoci spektralniho konfokalniho mikroskopu.

Aby bylo mozné vyuzit vyvinuté 3D organoidni kultury, bylo nutné stanovit
bunécnou schopnost reagovat na expozice nefrotoxickych latek s ukazateli toxicity
méfitelnymi pouze in vivo. Cytochrom CYP2E1 byl studii vybran, protoZze je jednim
z nejhojnéji exprimovanych enzyma v mySich ledvinach a spole¢nym cilem pro detoxikaci
exogennich latek. Kromé toho in vivo aceton indukuje nefrotoxicitu u hlodavcii a je také
dobfe zavedenym substratem pro biotransformaci CYP2El. Podobné je Kim-1 jednim
z nejcitlivéjSich markerti nefrotoxicity a bézné se pouzivd jako charakteristicky znak
obecného poskozeni ledvin in vivo. Kim-1 up-regulace v reakci na cisplatinou indukovanou
toxicitu je dobfe charakterizovany jev jak u hlodavci, tak u lidi. CisPt, silné
chemoterapeutické 1é€ivo omezené v klinickém pouZiti t€Zkou toxicitou tubularnich bunék,
byla v této préci aplikovdna na 3D organoidni kulturu v koncentraci odpovidajici bézné
klinické davce u mysi (20 mg/kg). Tato davka zpusobuje poskozeni ledvin za 3 dny a byla

pouzita, aby se zajistilo nejrelevantnéjsi srovnani mezi in vivo a in vitro systémy.

Organoidy byly vystaveny 1% acetonu nebo 1,7 mM cisplatiné po dobu 3 dni.
Exprese CYP2EI a Kim-1 v epitelidlnich buiitkach proximalniho tubulu byla stanovena

pomoci imunofluorescence. Pozitivni barveni CYP2E1 i Kim-1 v reakci na aceton a CisPt
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potvrdilo diive publikované daje o nefrotoxicité acetonu a Cispt. A tim ve studii Astashkina
Al a kol. (2012) byla potvrzena schopnost 3D organoidni kultury reagovat na endogenni

toxickeé latky s biomarkery relevantnimi in vivo (Astashkina Al et al., 2012).
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ZAVER

I kdyz je v dnesni dobé¢ kladen diraz na vyvoj 1ékt bez vedlejsich ucinkd, existuje
fada klinicky vyznamnych 1ékt, které se i pies zdvazné vedlejsi ucinky stale pouzivaji.
Jednim z ptikladi nefrotoxickych 1ékli popsanych v této praci je cisplatina. Cisplatina,
jakozto cytostatikum pouzivané v onkologii k 1é¢bé nddorovych onemocnéni, méa prave
zminéné nefrotoxické ti€inky na ledviny, zptisobujici apoptézu a nekrozu tubularnich bunék.
Na druhou stranu existuji studie s cilem nalézt nebo zkoumat latky s ochrannym ucinkem

nebo latky s prediktivnim charakterem nefrotoxicity.

Tato bakalarska prace je zaméfend na popis vybranych savcich bunéénych kultur
ajejich vyuziti, obzvlast¢ zaméfené na studium poskozeni ledvin. Praktické pouziti
jednotlivych bunéénych kultur je podloZzeno védeckymi studiemi. V soucasné dob¢ zlaty
standard pro modely kultur podobnych ledvindm zahrnuje pouziti prav€é primarnich
nebo imortalizovanych bunéénych linii kultivovanych na béznych 2D plastovych povrsich.
Na druhou stranu jsou tyto bunécné linie omezené z hlediska nékterych bunécnych
mechanismi, a nejsou proto pfirozené schopné reagovat na slozité vnéjsi patofyziologické
stimuly. Vzhledem k omezenym bunéénym mechanismiim jsou tidaje testti ziskané z reakce
bunééné kultury na toxické 1é¢ivo omezeny na jednoduchd pozorovani zmén

zivotaschopnosti bunék a jejich proliferace.

Tenhle problém vSak feSi novéjsi bunécéné kultury (3D), které vérné napodobuji
ptirozené fyziologické vlastnosti a podminky a zaroven také podporuji vyvoj novych
lécebnych postupii v preklinické fazi. Jejich zdkladnimu shrnuti véetné rozdéleni se vénuje

Zaver me prace.
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