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ANOTACE

Tato disertacni prace pojednava o charakterizaci nefrotoxického plsobeni latek
in vitro u imortalizovanych lidskych proximalnich tubularnich bunék HK-2. V uvodni
Casti jsou shrnuta zakladni pravidla a podminky pro dlouhodobou kultivaci bunécnych
linii. Dale jsou podrobné charakterizovany bunky HK-2 a jejich vyznam v testovani
nefrotoxického plsobeni. V praci jsou také zminény zpusoby monitorovani a analyzy
toxického pusobeni latek se zaméfenim na stanoveni bunécné viability a miry
oxidacniho stresu. Ve vysledkové Casti disertaCni prace jsou uvedeny vysledky
ziskané pfi testovani nefrotoxického plsobeni CdClz u HK-2 bunék. V zavérecné Casti

prace jsou pak namérené vysledky shrnuty a diskutovany.

KLICOVA SLOVA
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ANNOTATION

This doctoral thesis deals with in vitro testing of nephrotoxic effects
of substances in immortalized human proximal tubular cells HK-2. The introduction
summarizes the basic rules and conditions for long-term cultivation of cell lines.
Furthermore, HK-2 cells and their importance in nephrotoxicity testing are
characterized in detail. The thesis also mentions methods for monitoring toxic effects
of substances with focus on measuring cell viability and oxidative stress.
The outcomes of the thesis are characterizing nephrotoxic effects of CdClz in HK-2

cells. The results part describes obtained findings and the discussios follows.
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UvoD

Toxicita latek se na bunécné urovni muze projevit riznymi zpUsoby. Jedna
se napfiklad o morfologické a funkéni zmény, poskozeni bunécnych organel, inhibici
biochemickych drah, & mechanismu s nimi spojenych. Pro charakterizaci toxického
pusobeni testovanych latek jsou s vyhodou vyuZivany in vitro buné&¢né modely.
Pfi praci s bunénymi liniemi je tfeba dodrzet i obecna doporuceni tykajici
se optimalnich podminek. V pribéhu kultivace je nutné sledovat bunécné vlastnosti
a zakladni charakteristiky, aby nedochazelo napfiklad vlivem nevhodného pasazovani
k morfologickym nebo funkénim zménam bunécnych linii. Pravidelné mikroskopické
zhodnoceni bunécné morfologie a sledovani parametrd, jako je €as populacniho
zdvojnasobeni nebo stabilita primérné bunécné velikosti, jsou zakladem k udrzeni
nezménéné bunécné linie.

Mezi hlavni cilové organy toxického pusobeni latek patfi zejména ledviny, jatra,
plice a mozek. U vétSiny tézkych kovul je €asto zmifovan jejich nefrotoxicky ucinek,
a jinak tomu neni ani v pfipadé nami studovaného kadmia. Jeho nefrotoxické ucinky
u imortalizovanych lidskych epitelialnich proximalnich tubularnich bunék ledvin jsou
doprovazeny pomérné zajimavym, dosud nepopsanym, fenoménem indukce
pfechodného zvySeni dehydrogenazové aktivity, resp. bunécné viability. Potvrzeni
a studium tohoto fenoménu je po optimalizaci kultivaCnich podminek a ovéfeni
kultivacni a rdstové stability buné&né linie HK-2 jednim z hlavnich cilu této disertacni

prace.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 In vitro kultivace bunék

Kultivace bunécnych linii pfinasi fadu aspektl, na které je tfeba pfi praci s nimi
dbat. Buriky mohou béhem kultivace prodélavat genotypovy €i fenotypovy posun,
pricemz, pokud toto neni pfi kultivaci pribézné sledovano a pfipadné v€as zachyceno,
muzZe dochazet ke zkresleni vysledkl testovani. Velmi dulezitym kontrolnim bodem
reprodukovatelnosti a divéryhodnosti dosazenych vysledkl je také spravna
identifikace bunécné linie a potvrzeni, Ze bunécna linie nebyla mikrobiologicky
kontaminovana (Roberts et al., 2018). Pravé kontaminace jakéhokoliv pavodu véetné
kros-kontaminace jinou bunéc&nou linii predstavuje asi nejvétsi riziko pro provoz
bunécné laboratofe a pro spolehlivost namérenych dat.

Zivinami silné obohacena kultivaéni média jsou pfimo idealnim prosttedim
pro rist mikroorganismu. Mezi nejCastéjSi kontaminanty v bunééné laboratofi patfi
mykoplasmata, plisné a kvasinky. Bunécné linie a vlastni kultivaCni média vS8ak mohou
byt kontaminovany i bakteriemi. Kultivace bunék v naprosto sterilnim prostfedi
bunécné laboratofe a dodrzovani striktnich hygienickych pravidel a standardizovanych
postupu prace dokaze riziko kontaminace minimalizovat. Pro snizeni
pravdépodobnosti kontaminace bunécné kultury jsou do kultivaénich médii zpravidla
pridavana antibiotika. Napfiklad penicilin nebo streptomycin pomahaji pfedchazet
infekci bunééné kultury a z tohoto duvodu tedy patfi mezi nejastéjSi preventivni
antibakterialni suplementy kultivaénich médii (Coecke et al., 2005). Jednim z hlavnich
predpokladd uspésné kultivace je pozadavek oddélené laboratofe, ktera by méla byt
vybavena specialnim pfisluSenstvim pro praci s bufikami (Coecke et al., 2005;
Freshney, 2005). Jedna se zejména o biohazard box, CO:z inkubator, mikroskop
a analyzator poctu bunék. Vlastni kultivace bunék je pak spojena s potfebou
specialnich kultivaénich nadob.

Buriky jsou v in vitro podminkach zpravidla kultivovany v zakladnim zivném
médiu, které je u jednotlivych bunécénych linii doplnéno o dané suplementy, jako je
fetalni bovinni sérum, vitaminy, aminokyseliny €i indikatory zmény pH. Kultivaéni
médium by mélo co nejvice pfipominat pfirozené vnitini prostfedi dané tkané, krve
Ci krevni plasmy. Je velmi dulezité, aby buriky nebyly v disledku nevyhovuijicich

podminek transformovany, pfipadné diferencovany v jiné bunétné typy. Navic
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by nemélo vibec dochazet k tomu, Ze by burfky ménily své zakladni morfologické
charakteristiky, nebo dokonce své funkéni vlastnosti. Optimalni koncentrace
organickych Zivin, koncentrace anorganickych soli, pH, teplota a koncentrace CO2 jsou

pro spravnou kultivaci bunék zcela zasadni také (Freshney, 2005).

1.2 Studium cytotoxicity in vitro

Pravdépodobné nejvalidng&jSi preklinické vysledky tykajici se testovani
ucinnosti, aplikovatelnosti, nebo toxicity IéCiv pfinaseji studie provadéné in vivo
(Palumbo and Pellegrini, 2017). Zakladni mechanismy a principy plsobeni potencialné
toxickych latek vSak lze detailnéji popsat vétSinou az pomoci dobfe definovanych
in vitro studii (Schmidt et al., 1998). Bunky jako studijni model maji Siroké uplatnéni
ve spousté vyzkumnych oblasti v€etné screeningového testovani cytotoxicity celé rady
latek (Riss et al., 2018; Tong et al., 2017; Xia et al., 2013).

Je znamo, Ze se bunky v pribéhu pasazovani mohou ménit, coz muize
negativné ovlivnit reprodukovatelnost vysledkud in vitro experimentl (Hughes et al.,
2007; Vasilevsky et al., 2013). Davodu, pro€ dochazi at uz k morfologickym,
¢i funk&nim zménam kultivovanych bunék, je cela fada. Je-li do nové kultivacni nadoby
nasazen pfili§ nizky pocet bunék, mize dojit k jejich energetickému vyCerpani.
Ve snaze dosahnout svého optimalniho poctu v kultivaéni nadobé bunky zrychli svi;
metabolismus a rychlost svého mnozeni. Poté jsou zpravidla nuceny svuj rust
zpomalit, ¢i uplné zastavit a nasledné mohou dokonce vstoupit i do stavu senescence.
Mezi bunécné modely vyuZitelné pro experimentalni vyzkum patfi bunécné kultury
izolované pfimo z tkani nebo bunécné linie, které jsou schopny neomezeného rustu.
Bunécné linie mohou byt izolovany z nadorové tkané, nebo mohou byt pfipraveny
imortalizaci bunécnych kultur. Vzhledem k riziku naruseni bunééné stability nékterych
bunéénych linii je tfeba sledovat stafi bunécné linie a stim spojenou délku jeji
kontinualni kultivace. Vhodnym parametrem pro sledovani stafi bunécné linie
je napfiklad Cislo pasaze (Hughes et al., 2007; Kwist et al., 2015). Pasazovani
bunécné linie je proces, pfi kterém dochazi k prevedeni Casti bunécné populace
do nové kultivaéni nadoby (Clynes, 1998). Pfenesena je Casto pouze urcita Cast
puvodné kultivovanych bunék a dé&j je tedy spojen s redukci poctu bunék.
K zaznamenani tohoto kultivaCniho kroku lze vyuzit oznaCeni pasaze, pfiCemz

po provedeni zminéné redukce poctu bunék se Cislo pasaze o jednotku zvySuje.
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Jednotlivé pfistupy hodnoceni negativniho pusobeni latek se mohou vzajemné
liSit v zavislosti na zvoleném bunéfném modelu. Z hlediska délky Zivotnosti bunék
vyuzivanych v experimentalnich studiich rozliSujeme dvé zakladni kategorie
bunéénych modell. Prvni kategorii jsou kone¢né bunécné kultury. Druhou kategorii
pak tvofi kontinualni bunécné linie, které se od koneCnych bunécnych kultur lisi

moznosti dlouhodobého kontinualniho pasazovani (Obr. 1).

Tkanové nebo organové
fragmenty

l

Transfer v bunéénou Kulturu

Organové explantaty Disociované buriky
(bunééné "vycestovani” a rlst) (pfisednuti a proliferace)

Primarni buné€né kultury

l

Subkultury (pasazovani)

l l

Koneéne Kontinualni
buné&éné kultury bun&éné linie

Obrazek 1: Vztah mezi hlavnimi typy in vitro modelu
upraveno dle (Coecke et al., 2005).

Obé kategorie bunécnych modell maiji spole¢ny zaklad, kterym jsou tkanové
nebo organové fragmenty. Vlastni postupy bunééné izolace se mohou do znacné miry
liSit jak z hlediska provedeni izolace, tak z hlediska pouzitych Cinidel a buné&énych

médii. Jednou z variant, jak m{ze pfiprava primarni bunééné linie probihat je nasazeni
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tkanovych fragmentd do kutlivani nadoby s kultivaénim médiem. V pribéhu nékolika
dni pak dojde pfi pouziti vhodnych selektivnich médii k postupnému ,vycestovani®
vybranych typd bunék, pfipadné k pfisednuti disociovanych bunék a vznikaji
tak primarni bunécné kultury (Coecke et al., 2005). Ty jsou zakladem pro obé
kategorie buné&nych modeld.

Zcela samostatnou bunécnou kategorii jsou kultury kmenovych bunék,
jejichz nespornou vyhodou je nejen moznost kontinualni kultivace, ale zejména
pak moznost produkce ruznych typl diferencovanych bunék. Kmenové burky
vSak vyzaduji zcela specialni péci. Pro jejich kultivaci, manipulaci s nimi a uchovavani

existuji podrobné postupy, které je nutné dusledné dodrzovat (Coecke et al., 2005).

1.2.1 Kone¢né bunécné kultury

Bunécné kultury izolované z lidské tkané jsou velice ¢asto rliznorodé a skladaji
se z nékolika riznych bunéénych typl. Po izolaci zpravidla vétSina bunék umira
a zachovany zustavaji pouze nékteré bunécné typy, které maji schopnost opakované
se délit in vitro (Crane, 1999). Zachovani urc€itého typu bunék Ize ovlivnit volbou
kultivaénich podminek, jako je zejména vybér kultivacniho média, jez mize na nékteré
buriky plsobit selektivné a jen vybrany typ bunék podpofit v ristu (Coecke et al.,
2005). Takto ziskané Civyselektované bunécné kmeny si obvykle zachovavaji
vlastnosti plvodni tkané, ze které byly izolovany (Crane, 1999). Jejich Zivotaschopnost
je véak omezena a in vitro je Ize kultivovat pouze po kratkou dobu. Nasledné u nich
dochazi k zastavé replikacni schopnosti a vstupu do stavu senescence. Ve stavu
senescence zUstavaji bunky zZivotaschopné, a dokonce si mohou po néjakou dobu
udrzet i svou funkéni aktivitu. Zivotaschopnost kone&nych buné&énych kultur
neprekraCuje Hayflickav limit, tedy jejich existence se pohybuje maximalné okolo
padesati bunéénych generaci (Hayflick, 1965). Konecné bunééné kultury byvaji dobfe
charakterizované a zarovenn pomérné stabilni. S pfibyvajicim pocltem pasazi
a starnutim bunécéné kultury dochazi k funkénimu zpomaleni a postupné zméné
charakteristickych vlastnosti. Jejich uziti je tedy Casové omezené a nikdy by nemélo
dojit k prekroceni doporuCeného experimentalné ovéfeného poctu populacnich
zdvojnasobeni. To je dllezité z toho divodu, aby byla zachovana validita provadénych

experimentd.
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1.2.2 Kontinualni bunééné linie

Vysledky experimentl vyuZivajicich buné&né kultury maji velkou vypovidaci
hodnotu, avSak maji jednu obrovskou nevyhodu. Tou je omezena bunécna Zivotnost.
Pravé dlouhodoba moznost kultivace bunék je jednim z nejCastéjSich pozadavk
moderniho vyzkumu zaloZzeném na in vitro testovani. Z tohoto divodu je nutné ¢asto
pFistoupit k vyuziti jinych buné€nych modelu, jako jsou napfiklad kontinualni bunééné
linie. Kromé toho, Ze kontinualni bunécné linie vykazuji schopnost byt subkultivovany
zdanlivée po neomezené dlouhou dobu, tak se u nich zaroven neprojevuji znamky
senescence. | kdyz bylo prokazano, ze kontinualni bunécné linie jsou pfi dlouhodobém
pasazovani pomérné stabilni, vlivem variabilnich kultivacnich podminek muze dojit
k Castecné zméné jejich vlastnosti. Jednotlivé kontinualni bunécné linie se od sebe
znacné lisi. Existuji i takové bunécné linie, které jsou pfirozené heterogenni smési vice
fenotypl. Takovym pfikladem jsou leukemické buriky HL-60 (Coecke et al., 2005). Jiné
bunécné linie mohou byt snadno diferenciovatelné napfiklad vlivem kyseliny retinové,
dimethylsulfoxidu, Ci jinych latek s potencialnimi diferenciaénimi u€inky (Lim et al.,
2013). Zde je prikladem bunécna linie SH-SY5Y (Obr. 2). | pfes tato néktera uskali
je uplatnéni kontinualnich buné&nych linii pro in vitro testovani v sou¢asné dobé
velmi Casté.

AC€ nejsou kontinualni bunééné linie vzdy nejvhodnéjSim buné&€nym modelem
pro ovérovani skuteéného plsobeni latek v lidském organismu, tak i pfesto jsou nékdy
upfednostiiovany. To, zda volit kone¢nou bunécnou kulturu, nebo kontinualni
bunécénou linii, vzdy zavisi na tom, co je pfedmétem zajmu pfi testovani. V ramci
kontinualnich buné&cénych linii Ize zaroven vybirat ze dvou zakladnich kategorii, kterymi
jsou nadorové bunécné linie nebo uméle imortalizované bunécné linie. VyuZiti
kontinualnich nadorovych buné&nych linii k in vitro experimentim je velice Casté,
ale je tfteba mit na paméti, Ze nadorové zménéné bunky jiZ nemusi byt
pro charakterizaci principialnich efektl nékterych latek zcela optimalni. Existuji vSak
i vyzkumy, kde je testovani na vybrané nadorové linii Zadouci nebo nezbytné. Jedna
se napfiklad o studium nadorové citlivosti na vybrany typ léCiva (Zeng et al., 2018).
Pro studium a pochopeni mechanismu puUsobeni toxickych latek jsou vSak zase

vhodnéjsi primarni bunécné kultury ¢i uméle imortalizované bunécné linie.
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Prostfednictvim nadorovych bunécnych linii Ize diky jejich pomérné snadné
dostupnosti pokryt toxické pusobeni latek prakticky u kteréhokoliv organu lidského téla.
NejCastéjSim predmétem zajmu pfi uZiti nadorovych bunécnych linii pro testovani
cytotoxického pusobeni in vitro jsou jatra, ledviny, plice, mozek a popfipadé krevni
buriky. Od kazdé z téchto tkani jiz byly odvozeny bunécné linie, které jsou diky svému
puvodu schopny poslouzit nejen pfi studiu efektivity u€inku protinadorovych 1éCiv,
ale zaroven také jako screeningové modely pfi charakterizaci toxickych ucinku celé
fady latek. Prikladem Casto vyuzivané nadorové bunécné linie pro studiu nefrotoxicity
je bunécéna linie Caki-1. Jedna se o lidskou nadorovou bunéc€nou linii izolovanou
z bunéného karcinomu ledvin. Bunky Caki-1 jsou adherentni a vykazuji rysy
charakteristické pro epitelialni buriky proximalnich tubuld ledvin (Glube and Langguth,
2008). Pro studium [éCiv s protinadorovymi ucinky v souvislosti s nervovou
soustavou je Casto vyuzivana bunécna linie lidského neuroblastomu SH-SY5Y
(Coelho et al., 2019). Jeji snimek z holografického mikroskopu je uveden
na obrazku 2. Buriky SH-SY5Y jsou zejména vyuzivany jako bunécny model pfi studiu
Alzheimerovy choroby ¢i nanomaterialt (Gurunathan and Kim, 2017; Song et al., 2015;
Zhang et al., 2019).

Obrazek 2: Lidska neuroblastomova linie SH-SY5Y — holograficka
mikroskopie - 3D Cell Explorer; 10. pasaz.
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Podobné je tomu také u dalSi bunééné linie HepG2 (Obr.3), jez je odvozena
od bunék lidského hepatocelularniho karcinomu. HepG2 bunky Ize zaroven oznacit
za jednu z nejfrekventovanéji uzivanych nadorovych buné&nych linii pro testovani
hepatotoxicity (Ramirez et al., 2017).

Obrazek 3: Rust bunécné linie HepG2 — 12. pasaz, 200x fazovy kontrast.

NejCastéji vyuzivanou lidskou nadorovou bunéénou linii odvozenou od plicni
tkané je pak bunécna linie A549. Konkrétné se jedna o bunécnou linii lidského
adenokarcinomu plicniho epitelu II. typu (Obr. 4). Jeji vyuZiti je spojeno zejména
se studiem metabolismu |éCiv, dale s ovéfovanim efektivity latek s potencialnim
protinadorovym ucinkem a se studiem cytotoxickych efektli vybranych sloucenin
vCetné nanomateriall (Aslan et al., 2020; Foster et al., 1988; Samuel et al., 2020;
Sangwan et al., 2020).
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Obrazek 4: Rist bunécéné linie A549 — 9. pasaz, 200x fazovy kontrast.

Jako idealni bunécny model se jevi ten, ktery kombinuje neomezenou bunécnou
zivotaschopnost se zachovanim vlastnosti puvodni tkané, ke které dané buriky nalezi.
Bunécnym modelem, ktery ve vySSi €i nizSi mife spliuje kombinaci téchto dvou
charakteristik, jsou uméle imortalizované bunécné linie. Obliba vyuziti
imortalizovanych bunécnych linii pro in vitro testovani v poslednich letech narusta,
a to i diky tomu, Ze se postupné stavaji komercéné dostupné&jSimi. Diky tomu, Ze jsou
izolovany z tkani zdravych jedincd, nejsou tedy pozménény jejich charakteristické
vlastnosti. Znesmrtelnéni izolovanych bunék pak Ize provést celou fadou genetickych
zasaha.

Imortalizace bunky muze byt spontanni (Boukamp et al., 1988; Soule et al.,
1990), nebo kontrolovana, a to napfiklad prostfednictvim transfekce genetické
informace virovym vektorem do bunék (Delgado et al., 2004; Ryan et al., 1994). Diky
tomuto genetickému zasahu ziskame bunécnou linii, ktera vychazi z bunék puvodni
tkané, ale navic ziskala schopnost neomezené Zivotaschopnosti.

Béhem bunécného déleni dochazi u fyziologicky fungujicich somatickych bunék
ke zkracovani telomer, diky tomu je zajisténa omezena bunécna zZivotaschopnost.
Jako telomery jsou oznaCeny konce linearnich chromozomu obsahujici opakujici
se sekvence DNA. Lidské chromozomy maji na svych koncich vice nez tisic kopii

hexanukleotidu TTAGGG s jednoviaknovym pfesahem. Ten vznika v dasledku
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neschopnosti DNA replikacniho aparatu kopirovat nékolik poslednich bazi
zaostavajiciho fetézce. Diky tomu dochazi ke zkracovani telomer. Proces imortalizace
je spojen s aktivaci déji kompenzujicich toto zkracovani telomer. Zasadni podil
na udrzovani délky telomer ma enzym telomeraza (Colgin and Reddel, 1999).

Dulezitym aspektem pfipravy imortalizované bunécéné linie je proces vlastniho
,znesmrtelnéni“. Ten muUZe probihat spontanné, nebo muze byt indukovan
prostfednictvim celé Fady mutagend. Spontanni imortalizace je definovana
jako schopnost diploidnich bunék prekonat senescenci, tedy proces ztraty schopnosti
bunéného déleni souvisejici se starnutim bunécné kultury, a to bez pfidani
exogenniho Cinidla (Shay et al., 1991). Existuji i jiné alternativni definice spontanni
imortalizace, vSechny se v8ak shoduji na tom, Ze jde o proces, pfi kterém burka
pfekona proces starnuti a ziskava schopnost neomezeného ristu bez pfi¢inéni
jakéhokoliv exogenniho agens. Mechanismus spontanni imortalizace neni pro lidské
buriky typicky a spiSe se s nim muzZeme setkat napfiklad u bunék drobnych hlodavcu
(Crane, 1999). Druhym zakladnim zplUsobem buné¢né imortalizace je imortalizace
zprostfedkovana néjakym exogennim pulsobenim. Dle typu exogenniho Ccinidla
muazeme rozliSit imortalizaci chemickou, fyzikalni ¢&i imortalizaci biologickou
zprostfedkovanou prostfednictvim vira ¢i onkogend.

Chemicka imortalizace bunék probiha tak, Ze jsou buriky po ur€itou dobu
vystaveny latce, ktera je schopna narusit vnitfni fyziologické bunécné procesy
a zapfricinit tak bunéné znesmrtelnéni. Pro tento zpusob imortalizace lze vyuzit
karcinogenné pusobici latky. Fyzikalni imortalizace vyuziva zejména pulsobeni
ultrafialového zareni nebo zareni rentgenoveho.

NejfrekventovanéjSim zplsobem imortalizace bunéénych kultur je imortalizace
biologicka. Zcela bézné jsou za timto ucelem vyuzivany DNA nadorové viry, kam patfi
napfiklad lidské papilomaviry (HPV), adenoviry, nebo asi nejCastéji uzivany
polyomavirus SV40. Dale jsou do skupiny Ciniteld biologické imortalizace fazeny
onkogeny nebo antiproliferativni tumor-supresorové geny. Zminéné HPV jsou malé
nadorové DNA viry, které indukuiji epitelialni proliferaci a velice ¢asto zpusobuiji benigni
léze. Mohou se vS8ak podilet i na vzniku koZnich malignich nadorl nebo nador(
délozniho Cipku. SV40 se pfirozené podileji na infekcich opi€ich bunék. U lidskych
a hlodavC€ich bunék vede infekce SV40 k nahodné interakci virové DNA

do hostitelského genomu. Diky tomu dochazi k expresi virovych proteint a méni se tak
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fenotyp infikovanych bunék. Rizikovym faktorem pfi imortalizaci zprostfedkované
SV40 je potencialni moznost zmény bunécnych vilastnosti véetné ovlivnéni bunécné
morfologie. Z tohoto divodu je tfeba dbat zvySené opatrnosti a sledovat pfipadné

bunécné zmény (Shay et al., 1991).

1.3 Testovani nefrotoxicity in vitro

Ledviny predstavuji diky své mnohocetné funkci v lidském organismu jeden
z hlavnich cilovych organt puasobeni fady latek. Spole¢né s jatry patfi ledviny
mezi nejCastéji zasazené organy z davodu toxického pusobeni latek (Linhartova et al.,
2016; Wang et al., 2007). Vliv na jejich fyziologickou funkci muize byt cileny,
ale vétSinou se jedna spiSe o0 sekundarni pusobeni s nezadoucimi negativnimi
dusledky. Diky pomérné velkému zasobeni krvi byva nezadouci efekt nékterych 1é€iv
na ledvinach znac¢né patrny.

Funkénimi jednotkami ledvin jsou nefrony. Zakladnim prvkem nefronu
je ledvinné télisko tvofené Bowmanovym pouzdrem, v némZ se nachazi klubicko
drobnych kapilar oznaCované jako glomerulus. Na Bowmanovo pouzdro nasledné
navazuje systém ledvinnych tubull v porfadi proximalni tubulus, Henleova klicka,
distalni tubulus a sbéraci kanalek. Hlavni funkci ledvinného téliska je filtrace
krve (Rhodin, 1958). Rychlost glomerularni filtrace se v prabé&hu Zivota méni.
V dospélosti, a pro primérného ¢lovéka s povrchem téla 1,73 m? se jeji hodnota
pohybuje okolo 140 ml/min/1,73 m?, coz odpovida pfiblizné 2 ml/s. Hodnota
se nasledné kazdych deset let sniZuje asi 0 8 ml/min. Zména rychlosti renalni funkce
ve smyslu jejiho zrychleni cCasto souvisi s hypertenzi, aterosklerotickym
onemocnénim, obezitou, koufenim, pfipadné s expozici vybranym tézkym kovim,
jako je napfiklad olovo (Weinstein and Anderson, 2010). V dusledku vedou vSechny
tyto rizikové faktory k postupnému poskozeni funkce ledvin, nebot zrychleni
glomerularni filtrace koreluje se sniZzenim vSech fyziologickych ledvinnych funkci
(Silva, 2005; Weinstein and Anderson, 2010). V souvislosti se starnutim lidskych ledvin
lze pozorovat celou fadu zmeén, jako je napfiklad snizeni jejich hmotnosti a s tim
spojenou ztratu ledvinné hmoty a zten€eni renalniho kortikalniho parenchymu.
Dale pokles poctu fyziologickych intaktnich glomeruld, ¢i narlst poctu sklerotickych
glomerulll. Z pohledu patologickych zmén tubult patfi mezi zasadni zmény zhorseni

schopnosti vyluCovani NaCl spojené s abnormalni rovnovahou sodiku, neschopnost
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maximalniho zfedéni nebo zakoncentrovani moci, poruchy transportni tubularni
kapacity, neschopnost udrzeni optimalniho pH moc&i a mnoho dalSich. Neschopnost
udrzeni optimalniho pH moci je Casto spojena s jejim nadmérnym okyselenim,
které mlze vést az k metabolické acidoze (Silva, 2005).

Ledviny tedy pfedstavuji velmi citlivy systém lidského organismu a studium
jejich patologickych zmén, ziskanych poruch ¢i abnormalit pfedstavuje v soucasnosti
velmi zajimavy cil celé fady odbornikl zejména z oblasti nefrologie, diabetologie
Ci toxikologie. Sou€asné s tim roste zajem o testovani, studium a popis mechanismu
nefrotoxického ucinku celé Ffady nové pfipravenych chemickych latek. Asi nejvétsi
narust zajmu je v souCasnosti zaznamenavan v oblasti testovani nefrotoxického
pusobeni novych I&Civ, téZkych kovu z Zivotniho prostfedi, ¢i nanomaterialt (Pujalté et
al., 2011; Wilmes et al., 2011).

Spolecné se zajmem o testovani nefrotoxického pusobeni roste i tlak na volbu
vhodnych experimentalnich modeld. Za zakladni model pro ovéfovani potencialni
toxicity latek Ize oznacit uspofadani in vitro. V souCasné dobé jiz existuje cela rfada
takovychto bunéénych modeld. Pro studium nefrotoxického pusobeni in vitro Ize vyuzit
pomeérné Sirokou Skalu bunécnych linii, které jsou jak lidského, tak zivoCiSného
pavodu. Jednotlivé bunécéné linie se navzajem liSi nejen svym puvodem, ale také
lokalizaci v tkani, ze které pochazi. | kdyz bylo dosud pro vyvoj optimalni bunécné linie
provedeno mnoho studii a experimentl, ani nyni neni mozné jednoznacné fici,
ze néktera z pouzivanych bunéénych linii je s ohledem na nejriznéjSi parametry
idealni. Kazda z vybranych bunécnych linii ma své vyhody a nevyhody a pro jejich
vyuziti tedy existuji jistd omezeni. Pfehled zakladnich nejcastéji vyuzivanych renalnich

bunécénych linii v&etné jejich puvodu je uveden v tabulce 1.
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Tabulka 1: Pfehled vybranych renalnich bunécnych linii — upraveno dle (Vrbova et al., 2016).

Bunécéna linie Pavod Zdroj

prase Hampshire

LLC-PK; (Sus scrofa) (Hull et al., 1976)
HEK 293 ¢lovék (Homo sapiens) (Graham et al., 1977)
HK-2 ¢lovék (Homo sapiens) (Ryan et al., 1994)
MDCK pes (Canis familiaris) (Gaush et al., 1966)
JTC-12 opice (Macaca fascicularis) (Takuwa and Ogata, 1985)
NRK-52 krysa (Rattus species) (De Larco and Todaro, 1978)
OK vacice (Didelphis (Koyama et al., 1978)

marsupialis virginiana)

1.3.1 Bunéc¢na linie LLC-PK1

Renalni proximalni tubularni bunééna linie LLC-PKa1 (Lilly Laboratories Cell-
Porcine Kidney) pfredstavuje stabilni zivoc€isny bunécny kmen izolovany z prasecich
ledvin. Morfologické vlastnosti bunék LLC-PK1 jsou blizké vlastnostem epitelialnich
ledvinnych bunék prasat (Obr. 5). V ramci ovéfeni stability bunécné linie byl nové
vznikly kmen LLC-PK1 podroben dlouhodobé opakované kultivaci, pficemz si v ramci
pasazovani zachoval své puvodni charakteristické vlastnosti a nedoSlo ani k jeho
kontaminaci. Zaroven pfi testech na imunosuprimovanych laboratornich zvifatech
nebyla prokdzana maligni transformace LLC-PKi1 bunék. Naopak byla zaznamenana
schopnost LLC-PK1 bunék tvofit trojrozmérné struktury a agregaty (Hull et al., 1976).
Pravé tyto zavéry postupné vedly k tomu, Zze se z LLC-PK1 stal ¢asto pouzivany
zviteci bunécny model vhodnym pro studium nefrotoxického plsobeni latek (Gunness
et al., 2010).
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Obrazek 5: Rast bunééné linie LLC-PK1 — upraveno dle (Negrette-Guzman et al., 2013)

Ackoli je bunécéna linie LLC-PK1 povaZzovana za proximalni tubularni bunécnou
linii, nékteré jeji vlastnosti pro proximalni tubularni bunky nejsou typické. Diky
své schopnosti 3D-rlstu jsou vSak velmi vyhodnym modelem napfiklad pro studium
membranoveého transportu (Vrbova et al.,, 2016). Své uplatnéni nachazeji LLC-PK1
buniky ivramci studia oxidacniho poskozeni ledvin. Pfikladem takového vyuZiti
je studie, ktera byla zaméfena na studium mechanismu poskozeni ledvinnych bunék
prostfednictvim H202 (Salahudeen, 1995). | v sou¢asné dobé je bunécna linie LLC-
PK1 stale vyuzivana pro studium nefrotoxického plsobeni. Kromé potencialnich
protektivnich ucinkd vybranych latek u ledvinnych bunék poskozenych cisplatinou (Lee
et al., 2020), byly LLC-PKi buriky vyuzity v posledni dobé i v dalSich studiich.
Konkrétné byl studovan napfiklad transport, citlivost a intracelularni akumulace léki
s protinadorovymi ucinky (Lian et al., 2020), nebo moznosti regulace autozomalné
dominantni polycystické choroby ledvin (Perez et al., 2020).

Vyznam bunécéné linie LLC-PK1 je v8ak v souasné dobé trochu zastinén,
nebot jakozto zvifeci bunécny model neni schopna jednoznaéné pokryt veskeré lidské
farmakokinetické a farmakodynamické aspekty pisobeni [éCiv. Porovname-li LLC-PK1

bunécnou linie a bunécnou linii HK-2, zjistime, ze HK-2 buriky pfedstavuji vhodné;si
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bunécny pro toxikologické studie in vitro v€etné studia Iéky indukované nefrotoxicity
u lidi (Gunness et al., 2010).

1.3.2 Bunéc¢na linie HEK 293

Bunécna linie HEK 293 (Obr. 6A, 6B) byla pfipravena z primarni kultury lidskych
embryonalnich ledvinnych bunék, a to jejich transformaci lidskym adenovirem. Ackoliv
jsou HEK burky epitelového puvodu, maiji velice ucinny biochemicky aparat a Ize je
vyuzit pro studium celé fady déju, napriklad v oblasti elektrofyziologie pro studium
izolovanych receptorovych kanall (Thomas and Smart, 2005). Pomérné zasadnim
problémem pfi vyuzZivani bunécné linie HEK 293, jakozto spolehlivého in vitro
bunéfného modelu pro studium nefrotoxického plsobeni latek, je to, Zze burky
HEK 293 vykazuji také vlastnosti nervové tkané. Pfi ovéfovani plivodu bunécné linie
bylo zjisténo, Zze HEK 293 exprimuji neurofilamentové podjednotky (NF). Konkrétné
se jedna o podjednotky NF-L, NF-M, NF-H a internexin, které jsou obvykle typické
spiSe pro neurony. Nékolika nezavislymi testy transformace bunééné linie HEK byl
tento nalez NF podjednotek potvrzen, avSak vzdy se jednalo o bunky transformované
prostfednictvim adenoviru (Shaw et al., 2002). HEK bunky byly nasledné podrobeny
transformaci prostfednictvim SV 40, tedy stejnym zplsobem, jakym je transformovana
bunécna linie HK-2 (Ryan et al., 1994). Z vysledk( nasledné analyzy vyplynulo,
Zze HEK bunky transformované prostfednictvim SV40 neexprimovaly NF. Tento zavér
byl zcela zasadni pro dalSi vyuzivani bunécna linie HEK 293 a to ve smyslu
negativniho pohlizeni na dosavadni vysledky studii, které HEK 293 bunky povazovaly
za bunky blizké bufikam ledvinnym. Diky tomu, Ze maji bunky HEK 293 velice blizky
vztah k neuralni tkani, neni jejich vyuziti pro studium nefrotoxického plsobeni latek
idealni (Shaw et al., 2002). V roce 1987 byla bunécna linie HEK 293 transformovana
prostfednictvim viru Epstein-Barrové a byla odvozena bunécna linie HEK 293T,
ktera postupné puvodni HEK 293 bunky v experimentech nahrazuje. Vznik bunééné
linie HEK 293T je pravdépodobné jednim z Cinitell, ktery stoji za tim, Zze jsou HEK
bunky stale vyuzivany. Nékteré sou€asné studie jako napfiklad Achilli et al. (2018)
se dokonce zaméfuji na charakterizaci rozdild mezi HEK 293 burikami a primarnimi
ledvinnymi burikami odebranymi z lidskych ledvin. Zasadni rozdily byly zaznamenany
zejména v expresi celé fady proteinl zapojenych do vyvoje a fyziologickych funkci
ledvin (Achilli et al., 2018).
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Obrazek 6: Rast a morfologie bunééné linie HEK 293 — A) Kultivované buriky
HEK 293 — upraveno dle (Xie et al., 2014), B) Typicky pyramidovy tvar
netransfekované buriky HEK 293 — upraveno dle (Thomas and Smart, 2005).

1.3.3 Bunécéna linie HK-2

Imortalizované lidské proximalni tubularni buriky HK-2 (Obr. 7A, 7B) jsou
bunécnou linii, kterou Ize vyuzit pro studium a testovani nefrotoxického pusobeni celé
fady latek. HK-2 bunky jsou epitelialnimi bufikami proximalnich tubuld a poprvé byly
podrobné popsany v publikaci Ryan et al. v roce 1994. Jejich izolace byla provedena
z ledvin zdravého dospélého Clovéka, pficemz nasledné byly tyto buriky imortalizovany
transdukci lidskym papillomavirem HPV 16 (Ryan et al., 1994). Bunéc¢na linie HK-2
je adherentni bunécnou linii, coz znadi, Ze bunky rostou pfisedlé na dné kultivacni
nadoby. Od podkladu se buriky uvolfuji pouze v okamzZiku, kdy se déli. Vyznamnou
vyhodou HK-2 bunék je to, Ze exprimuji normalni fenotypové znaky charakteristické
pro proximalni tubularni tkan lidskych ledvin a zachovavaiji si tak funkéni vliastnosti

puvodni tkané, ze které byly izolovany (Gunness et al., 2010).
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Obrazek 7: Imortalizované lidské ledvinné proximalni tubularni buiiky HK-2
A) holograficka mikroskopie - 3D Cell Explorer; 6. pasaz; B) 200x fazovy kontrast, 6. pasaz.

HK-2 buniky jsou vyuzivany napfiklad jako bunéfny model pro studium
apoptézy. Ta byla napfiklad v publikaci Sohn et al., 2013 indukovana u HK-2 bunék
prostfednictvim cisplatiny. Uginek cisplatiny byl zkouman zpohledu zmén
proteinovych hladin. Studovany byly hladiny molekuly poskozeni ledvin (KIM-1),
clusterinu, calbindinu, tkanového inhibitoru metaloproteinazy (TIMP-1), cystatinu C
(CysC) nebo napfiklad neutrofilniho s gelatinazou asociovaného lipocalinu (NGAL),
jakozto potvrzeného markeru nefrotoxicity (Hauschke et al., 2017). Hladiny protein(
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KIM-1, calbindinu a TIMP-1 byly u HK-2 bunék ovlivnénych cisplatinou signifikantné
zvySeny, zatimco CysC, NGAL a clusterin nebyly plsobenim cisplatiny signifikantné
ovlivnény. Z vysledkl zminéné studie vyplyva, Ze pro studium nefrotoxického
pusobeni na HK-2 bunécné linii in vitro je vhodné jako biomarkery nefrotoxicity
vyuzivat zejména KIM-1, calbindin a TIMP-1 (Sohn et al., 2013).

HK-2 buriky Ize kultivovat v kultivaénim médiu DMEM/F12 (Dulbecco's Modified
Eagle’s Medium) doplnéném o L-glutamin, 10 % fetalniho hovéziho séra (FBS),
streptomycin a penicilin (Pujalté et al., 2011). Pro kultivaci HK-2 bunék Ize v8ak vyuzit
i médium KSF ,Keratinocyte Serum Free Medium®“ obohacené o hovézi hypofyzarni
extrakt, lidsky rekombinantni epidermalni ristovy faktor, penicilin a streptomycin (Fang
et al., 2014). Jako méné vhodneé pro kultivaci HK-2 bunék se jevi médium RPMI s 10 %
FBS, penicilinem a streptomycinem (Wilson et al., 2005). Vysoké mnozstvi séra
bohatého na bilkoviny se ukazalo byt ne zcela vyhodné pro nékteré ucely. Zasadni
problém predstavuje FBS napfiklad zejména pro studie zaméfené na testovani
nefrotoxického pusobeni nanomaterialt. Zde mize dochazet vliivem FBS k aglomeraci
nanomateriald do vétSich klastri. Tento problém je mozné pozorovat jak pfi pouziti
kultivaéniho média RPMI, tak pfi pouziti KSF média a celé fady dalSich. Jedna z teorii
se priklani ktomu, Ze pfiinterakci séra s nanomaterialy se nanomaterialy stanou
pro bunku vice biologicky dostupné, a tedy bunky kultivované v médiu s vy$Sim
obsahem séra jsou jejich cytotoxickym plsobenim vice zasazeny (Kermanizadeh et
al., 2013).

1.3.3.1 Studium nefrotoxicity nanomateriala

Bunécna linie HK-2 je ¢asto zminovanou ledvinnou bunécnou linii pro testovani
nefrotoxického plsobeni nanomateriall. Jeji role v experimentech zaméfenych
na studium a charakterizaci nefrotoxicity je zcela zasadni a zejména ve studiu toxicity
nanocastic predstavuje jeden z nejrozSifenéjSich bunéénych modell. Nanocastice
a obecné nanomaterialy maji obrovsky potencial uplatnéni, a to nejen ve strojirenstvi
a elektronice, ale také napfiklad v mediciné. Vedle celé fady vyhod, které vyvoj
nanomateriall vSeobecné pfinesl, jde ruku v ruce i jejich negativni stranka, a tou je
potencialni Skodlivy ucinek na lidské zdravi. Jako jeden z hlavnich €initeld toxického
pusobeni nanomateriall je oznacovana tvorba ROS a s nimi spojena indukce

oxida¢niho stresu (Kermanizadeh et al., 2013; Piao et al., 2011). Negativni pusobeni
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nanocastic je v prvni fadé spojeno s jejich vdechovanim, coz je v pfimé souvislosti
s jejich velikosti. Primarnim cilovym organem toxicity nanocastic jsou tedy plice
(Pujalté et al., 2011).

Sekundarnim cilem toxického pusobeni nanocastic jsou pravé ledviny,
které hraji dualezitou roli v odstranovani nanomateriald z organismu. Proximalni
tubularni buriky HK-2 byly jako hlavni bunécny model pouzity pro celou fadu studii.
Prikladem jejich vyuziti je studie Pujalté et al. (2011) zaméfena na posouzeni
negativniho plsobeni pramyslové bézné pouzivanych nanocastic TiO2, ZnO a CdS.
V této studii byl studovan jejich vliv na Zivotaschopnost bunék HK-2 a IP15 za pouZiti
vétSiho poctu zakladnich testd bunééné viability: neutralni ¢erveni (NR), MTT a WST-
1 (Pujalté et al., 2011). Studie L’Azou et al., 2008, vyuzila taktéz bunky HK-2 a IP15
(L'Azou et al., 2008) pro studium toxicity totoznych nanocastic. Cytotoxické pusobeni
nanocastic na HK-2 bunécénou linii bylo spojeno se zménami morfologie ovlivnénych
bunék a zarover dochazelo i ke ztraté schopnosti adheze ke kultivaéni nadobé (Pujalté
et al,, 2011). Studie Kermanizadeh et al. (2013) zaroven pfinasi zpravu o tom,
Zze vysoce toxicky na HK-2 bunky pusobi také nanolastice obsahujici Ag.
Velmi zajimavé jsou také vysledky testovani cytotoxicity ,Multi walled carbon
nanotubes (MWCNT). Ty se ukazaly byt pro HK-2 bunky relativné netoxické
(Kermanizadeh et al., 2013). Cytotoxické plsobeni MWCNT bylo v fadé publikaci
studovano na jinych bunécnych liniich, a to z pohledu plicni toxicity u bunék A549
(Visalli et al., 2015), z pohledu hepatotoxického (Ahmad et al., 2012) nebo z pohledu
neurotoxického (Eldridge et al., 2017).

To, Ze je bunécna linie HK-2 jednim z €asto pouzivanych buné&cnych modell
pro testovani nanotoxicity, potvrzuji i dalSi studie. V jedné z nich byly na HK-2 burikach
testovany ultramalé nanocCastice Gd20s pokryté hydrofobni kyselinou olejovou.
Ledviny totiz hraji kliCovou ulohu pfi odstranéni gadoliniovych kontrastnich cinidel
z organismu. Na modelu HK-2 bunék bylo prokazano, Ze tyto nové nasyntetizované
Gd203-PVP nanocastice vykazuji pouze zanedbatelné cytotoxické pusobeni (Fang et
al., 2014). Cytotoxicita SiO2 nanocastic rozdilnych velikosti byla sledovana
na bunéénych liniich HK-2 a LLC-PKa1. Z vysledkl vyplyva, Ze toxicita je pfimo zavisla
na dobé inkubace a na velikosti ¢astic. Mensi nanolastice pusobi vice cytotoxicky
(Passagne et al., 2012).
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1.3.3.2 Nefrotoxicita kadmia

Lidské ledviny jsou vystaveny pUsobeni celé Fady Skodlivych latek,
které negativné ovliviuji jejich funkci a vykazuji vyssi, €i nizSi miru toxicity. Mezi latky
s vysokou mirou toxicity miZzeme zaradit t€Zké kovy jako je rtut, olovo nebo kadmium.
Pravé nefrotoxické pusobeni téZzkych kovl je vedle nefrotoxického puUsobeni
nanomateriald jednou z nejfrekventovanéjSich oblasti, kde se s in vitro testovanim
na HK-2 burikach setkavame.

Tézkym kovem, ktery je hlavnim pfedmétem zajmu ve vétSiné studii
zabyvaijicich se nefrotoxicitou tézkych kovu, je kadmium. Kadmium (Cd) je prakticky
vSudypritomné a jeho toxicita je patrna jiz pfi nizkych koncentracich (Tobwala et al.,
2014). Uz mikromolarni koncentrace kadmia dokazi indukovat zvySenou produkci
reaktivnich kyslikatych forem a pusobit tak toxicky (Thévenod and Friedmann, 1999).
V ruzné velkych mnozstvich nachazime Cd ve vodé, v padé i v ovzdusi (Li et al., 2016;
Wester et al., 1992). Cd muze mit v organismu jak akutni, tak chronické toxické ucinky.
Toxicky ucinek kadmia je nejb&znéji nalézan v ledvinnych, jaternich &i neuralnich
bunkach (Fongsupa et al., 2015). Negativné vSak Cd pusobi i na kosti, imunitni systém
a krevni systém (Fongsupa et al., 2015; Klaassen et al., 2009; Li et al., 2016).

Na bunéc&né urovni existuje cela frada mechanismu, kterymi je toxicita kadmia
zprostiedkovana. Dojde-li v burice ke ztraté rovnovahy mezi produkci oxidantd
a mezi obrannymi antioxidacnimi mechanismy, dochazi k dé&ji, ktery je oznaCovan
jako oxidacni stres. V procesu cytotoxického a zejména neurotoxického pulsobeni
tézkych kovu, v€etné kadmia, hraje indukce oxida¢niho stresu klicovou roli (Tobwala
et al., 2014). Experimentalni dikazy naznacuji, ze kadmium uz pfi nizkych
koncentracich indukuje genetické mutace prostfednictvim oxidaéniho poSkozeni DNA
a také snizuje genetickou stabilitu inhibici oprav endogennich a exogennich lézi DNA.
Toto vSe dohromady ma za nasledek zvySeni pravdépodobnosti vzniku nadorového
bujeni (Filipi¢, 2012). Jednim z konkrétnich uc€inki kadmia je jeho negativni ptsobeni
na epigeneticky pfenos bunécné informace mezi jednotlivymi generacemi bunék.
Jako epigenetické zmény jsou oznacovany chemické modifikace DNA nebo histond,
které méni strukturu chromatinu bez zmény DNA nukleotidové sekvence. Tyto dédicné
epigenetické zmény zahrnuji metylaci DNA ¢i posttranslacni modifikace. Cd je

schopno indukovat epigenetické zmény jak v rostlinnych, tak Zivo€iSnych burikach.
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Dostupné vysledky studii (Wang et al., 2012) naznacuji zapojeni epigenetickych zmén
do karcinogennich ucinkd doprovazejicich toxicitu kadmia.

Bylo prokazano, ze kadmium je schopno indukovat produkci H202 v bunkach
HK-2 a zejména pfi chronické expozici vyvolavat renalni toxicitu (Wilmes et al., 2011).
Kadmium je také schopno prostiednictvim ROS poskozovat bunécné transportni
proteiny (Thévenod and Friedmann, 1999). Pfi zvySené produkci ROS dochazi
u kadmiem exponovanych bunék k degradaci Na'/K* - ATPazy proteasomalnimi
a endolysosomalnimi cestami. Imunofluorescenénim znacenim Na*/K* - ATPazy bylo
dle publikace Thévenod a Friedmann (1999) prokazano, Ze v plazmatické membrané
bunék exponovanych kadmiu doSlo ke snizeni exprese urcitych proteinu. K zavéru,
Ze oxidacni stres lze povaZovat za hlavni mechanismus bunéného poskozeni
kadmiem, se pfiklanii studie (Kim and Sharma, 2006), ktera zaroven vyzdvihuje
prispévek aktivace kaspazy 3 k tvorbé ROS.

Dulezitym faktorem toxicity Cd je stav glutathionu (GSH). GSH diky své
antioxidac¢ni schopnosti hraje vyznamnou roli ve snizeni toxického puasobeni Cd (Zahir
et al., 1999). Cd je schopno vyznamné snizit intracelularni hladiny glutathionu (Lépez
et al., 2006). Experimentalni modulace buné&nych hladin glutathionu byla zkoumana
v souvislosti s roli glutathionu v toxicité kadmia a dosazené vysledky ukazaly,
Ze intracelularni GSH pUsobi v ochrané proti akutni toxicité Cd jako prvni obranna linie
do doby, nez dojde k indukci syntézy metalothioneinu (Singhal et al., 1987). Volné
kadmium ve formé iontu je pro bunky silné toxické a jeho vazbou do komplexu
s metalothioneinem se jeho toxicita vyrazné snizuje (Prozialeck and Edwards, 2012).

Pfi intoxikaci organismu kadmiem probiha jeho transport bud endocyt6zou
komplext Cd?* a transportnich protein(, jako je albumin &i pravé metalothionein,
nebo mize byt transport zprostfedkovdn = membranovymi  transportéry.
Ty vSak zprostfedkuji pfenos pouze Cd, které je koordinacné kovalentni vazbou
spojeno v komplex s nizkomolekularnimi biomolekulami obsahujicimi thiolovou
skupinu (glutathion, cystein). Kadmium jesté mlze pro vstup do bunék vyuzit
membranové kanalky dvojmocnych iontl, jako jsou Zn?*, Ca?* &iFe?* a vazat
se na jejich mista, a to diky schopnosti oznacované jako ,iontové mimikry“ (Bridges
and Zalups, 2005).

Kadmium dokaze také indukovat expresi a aktivaci pro-apoptotickych proteind,

v€etné kaspaz. Testovani na mySim modelu potvrdilo zapojeni vnéjsi i vnitini
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apoptotické cesty se zvySenou expresi proteinl spojovanych s apoptézou, vcetné
kaspaz 3, 8 a 9, u apoptdzy indukované prostifednictvim Cd. Nefrotoxicitu vyvolanou
kadmiem lze ovlivnit prostfednictvim chemokinu TGFb1. Tento chemokin inhibuje
apoptozu proximalnich tubularnich bunék a mohl by tedy byt soucasti strategie
blokovani nefrotoxicity indukované kadmiem (Huang et al., 2017b). Soucasné je Cd
schopno regulovat genovou expresi ubikvitin-konjugujiciho enzymu E2D (UBEZ2D,
ubiquitin-conjugating enzyme E2D). Navic existuje vztah mezi indukci apoptozy
zavislou na UBE2D a p53 (Lee et al., 2015). Kadmium muze tedy indukovat buné&nou
smrt pfes mechanismus apoptozy, ale také prostfednictvim mechanismu nekrézy.
Ta je spojena s peroxidaci lipidu, ktera je kadmiem nepfimo indukovana pres pusobeni
ROS (Lopez et al., 2006).

Studie Shrestha et al. (2017) zaméfena na porovnani bunécnych linii
vyuzitelnych pro testovani nefrotoxicity odhalila, Ze akutni expozice Cd
ma za nasledek apoptotickou smrt HK-2 bunék (Shrestha et al., 2017). Pravé vyuziti
HK-2 bunék jako buné&ného modelu pro studium nefrotoxického plasobeni kadmia
je vodborné literatufe pomérné hojné. Podle dalSi studie (Ge et al., 2017)
je vyznamnym prvkem v mechanismu toxicity kadmia zejména konexin 43. Ten
zprostfedkovava zmény fosforylace proteind v HK-2 bunkach béhem chronické
expozice kadmiu (Ge et al., 2017). Studie Fongsupa et al. (2017) ukazala, ze CdCl2
stimuluje expresi fosforylace c-jun N-koncové kinazy (JNK). Indukce fosforylace JNK
byla stimulovana po produkci ROS. Apoptotickou bunénou smrt HK-2 bunék
zprostfedkovanou kadmiem tedy lze snizit prostfednictvim inhibice tvorby ROS
a inhibice JNK aktivace (Fongsupa et al., 2015).

Pro posouzeni cytotoxického plsobeni kadmia u bunécné linie HK-2 Ize uplatnit
zejména testy zaloZzené na detekci zmény fluorescence s vyuZitim intracelularnich
fluorescen&nich sond. Hlavnim doplfiujicim testem, ktery byl po testovani bunécéné
viability vyuzit, byl test méfeni hladiny intracelularniho antioxidantu glutathionu. Dale
byl u bunék inkubovanych s kadmiem posuzovan stav kondenzace jaderného

chromatinu, hodnocena produkce ROS a posuzovana aktivita kaspaz.
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1.4 Hodnoceni funkéniho stavu bunék

Existuje cela Ffada postupu, které vyuzivaji pro sledovani cytotoxického
pusobeni latek in vitro modely. Mezi zakladni, v praxi pouzivané testy pro studium
pusobeni toxickych latek patfi biochemické testy, enzymové analyzy, testy vazeb
bunéénych receptor, imunoanalytické testy a dalSi pfFistupy. Bunécna viabilita
pfedstavuje hlavni parametr, ktery je pfi sledovani pusobeni potencialné toxickych
latek na bunky posuzovan. Toxické latky Casto puasobi prostfednictvim indukce
oxidacniho stresu, diky ¢emuz dochazi ke zménam hladin antioxidaCnich latek.
Z tohoto ddvodu je jednim ze studovanych parametrd miry oxidacniho stresu
koncentrace intracelularniho antioxidantu glutathionu. Zaroven Ize oxidacni stres
posuzovat i prostfednictvim produkce reaktivnich forem kysliku. DalSim sledovanym
parametrem mohou byt zmény bunéfného jadra. Prostfednictvim fluorescencénich
sond |ze posoudit miru kondenzace jaderného chromatinu, ale zarover také napfiklad

aktivitu mitochondrii.

1.4.1 Testovani bunééné viability

Znalost pfesného mnozstvi viabilnich bunék je nezbytna nejen pro optimalni
bunécnou kultivaci, ale i pro in vitro provadéné experimenty. Pocet zivotaschopnych
bunék je tfeba urcit na zaCatku provadéného experimentu, kdy jsou bunky o zvolené
denzité nasazovany do kultivacnich nadob, ale zaroven i na konci experimentu, kdy je
nutné zhodnotit napfiklad jaky pocet Zivotaschopnych bunék po inkubaci s toxickou
latkou zUstal (Riss et al., 2018). Stanoveni bunécné viability je tedy jednim
ze zakladnich sledovanych parametrd pfi invitro testovani uc€inkd potencialné
toxickych latek na bunécnych liniich. Jejiho sledovani je vSak vyuzZivano nejen
pro studium pfipadnych cytotoxickych Uc&ink( latek, ale také napfiklad pfi hledani
optimalnich kultivaénich podminek, nebo pfi kontrole miry vlivu zamrazeni.
Pro hodnoceni bunécéné viability Ize vyuzit celou Ffadu analytickych testu. Ty jsou
vétSinou charakterizovany jako analytické postupy definované konkrétni sadou
vybranych €inidel. Prostfednictvim téchto Cinidel je nasledné generovan detekovatelny
signal, na zakladé néhoZz je mozné studovany biologicky proces kvantifikovat (Riss et
al., 2018).
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Metody pro urCeni bunécné viability |ze rozdélit do ¢tyr zakladnich kategorii.
Do prvni kategorie patfi metody, které jsou zaloZeny na pfedpokladu zachované
membranove a funkéni integrity zivych bunék. Druha kategorie je spojena s testovanim
funkCnosti bunécného metabolismu. Tfeti kategorii nebo spiSe metodou je testovani
bunécéné schopnosti tvofit ATP. Tato metoda je nékdy také fazena do kategorie druhé
k metodam spojenym s testovanim funkéniho bun&&ného metabolismu. Ctvrta
kategorie je pak zalozena na pfedpokladu, Ze kazda Ziva bunka je schopna se mnozit.
Zakladem pro vyuziti tohoto posledniho zminéného Cctvrtého predpokladu
pro stanoveni bunécné viability je optimalizace mnozstvi nasazenych bunék.
Pokud tedy buriky dostate¢né nafedime a kultivujeme-li je ve vhodném kultivaénim
médiu, tak kazda Ziva burika je schopna dat vzniknout jedné kolonii bunék. Tento
princip je oznacovan jako metoda CFU (Colony Forming Units) a jeji vyuziti je spojeno
zejména s pocitanim bakterialnich kolonii a s kultivaci kmenovych bunék (Nakahata
and Ogawa, 1982).

1.4.1.1 Testovani membranové integrity

Moznosti prvni volby pfi testovani viability jsou testy zachovalé membranove
integrity. Viabilitu 1ze v jejich pfipadé posuzovat pomoci kolorimetrickych
a fluorimetrickych testd. Kolorimetrické stanoveni bunécné viability Ize provadét
pomoci methylenové nebo trypanové modfi, napfiklad v podobé testu ,Trypan Blue
Exclusion Assay“ (Fridman et al., 2007). Fluorimetrické testy pak vyuzivaji propidium
jodid pro jeho schopnost vazby na DNA. Zakladnim pfedpokladem tohoto typu testu je
to, ze pouzité barvivo pronika pouze do bunék, které maji porusenou plasmatickou
membranu (Obr. 8). Vzhledem k toxicité pouzivanych barviv existuje moznost jistého
zkresleni stanovované viability. V pfipadé, Ze by byly tyto latky inkubovany delSi dobu
s bunkami, fadové desitky minut, doslo by postupné k odumfeni vSech pozorovanych
bunék. Tomu v8ak Ize CasteCné predchazet rychlym zhodnocenim obarveného
preparatu. Pro zhodnoceni viability a pocitani Zivych (neobarvenych) a mrtvych

(obarvenych) bunék Ilze pro tento typ metod vyuzit Birkerovu komurku,

vivs  wvr
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Obrazek 8: Barveni trypanovou modfi u bunééna linie lidského melanomu
Mrtvé bunky s poruSenou plasmatickou membranou jsou obarveny modfe, Zivé
bunky jsou bezbarvé — upraveno dle (Fridman et al., 2007).

1.4.1.2 Detekce aktivity bunééného metabolismu

Velmi rozSifenymi testy pro sledovani bunécné viability jsou testy zalozené
na posouzeni funkénosti bunéfného metabolismu. Pfedpoklad téchto testu je takovy,
Ze zivé bunky maji plné zachovaly bunécny metabolismus a jsou tak schopny znamym
zpusobem metabolizovat vybrané latky. VSechny testy bunécného metabolismu
vyzaduji inkubaci bunék s vybranym Ccinidlem, pficemz populace Zzivotaschopnych
bunék je schopna pfevést substrat, jenz je hlavni slozkou pfidavaného Ccinidla,
na barevny nebo fluorescenc¢ni produkt. Takto vznikly produkt je nasledné mozné
detekovat méfenim absorbance, fluorescence ¢i luminiscence. MnoZstvi vzniklého
produktu je zpravidla umérné mnozstvi pfitomnych Zivotaschopnych bunék. Umirajici
buriky naopak velmi rychle ztraci schopnost pfemény substratu na produkt (Riss et al.,
2018).

Mezi zastupce této skupiny testl patfi testy zalozené na tetrazoliovych solich,
testy proteazové nebo jiné enzymatické aktivity Zivotaschopnych bunék.
Pravdépodobné nejcastéjSim pfikladem latek, které lze pro testovani funkéniho

bunéfného metabolismu vyuZzit, jsou tetrazoliové soli (Riss et al., 2018). Existuje
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pomeérné Siroké spektrum testd liSicich se v typu pouzité tetrazoliové soli a zaroven
také Castecné i v postupu provedeni daného testu. Zakladnim principem testu je
redukce bezbarvych tetrazoliovych soli na barevné formazanové produkty. Ty byly
popsany jiz pfed vice nez sto lety, ale ve své dob& nemély vyznamnéjsiho vyuziti.
V 80. letech 20. stoleti byl pak postupné odhalen jejich potencial fungovat jako sondy
pro urCeni bunécné Zivotaschopnosti, nebo spiSe jako indikatory bunécné metabolické
aktivity (Stockert et al., 2018). Zakladni struktura kationického tetrazoliového kruhu je
zobrazena na obrazku 9. Chemicka struktura jednotlivych typu tetrazoliovych soli
se do znacné miry liSi. Vedle monotetrazoliovych soli existuji také soli ditetrazoliové,
avsak jejich vlastnosti se liSi. Pro studium bunécné Zivotaschopnosti Ize vyuZzit pouze
soli monotetrazoliové. Ditetrazoliové soli jsou naopak pomérné hojné uplatiiovany

v histochemickych aplikacich (Horobin, 1982).

N___...._%/Rz
R
: \/IL
NTTNR,

Obrazek 9: Struktura kationického tetrazoliového kruhu — Redukovany formazanovy
produkt s aromatickymi kruhy Ri, R2 a Rs — (Stockert et al., 2018).

Testd bunécné viability, které metabolickou pfeménu tetrazoliovych soli
na barevné formazanové produkty vyuzivaji, je cela fada. Mezi nejCastéji pouzivané
slou€eniny patfi: MTT, MTS, XTT a WST-1. Nazvy jednotlivych testd se nasledné
odvijeji dle pouZzitého typu tetrazoliové soli. Na zakladé povrchového naboje
tetrazoliové soli rozliSujeme dvé hlavni kategorie téchto testa. Prvni kategorie zahrnuje
test MTT, ve kterém tetrazoliova s0l nese kladny naboj a snadno pronika
do Zivotaschopnych eukaryotickych bunék. Druhou kategorii jsou testy MTS, XTT
a WST-1, které jsou zaporné nabité a diky tomu nepronikaji snadno pres bunécnou
membranu. Testy MTS, XTT a WST-1 se obvykle pouzivaji s pfechodnym
akceptorem elektront, ktery mlze prenaset elektrony z cytoplazmy nebo plazmatickeé
membrany, a usnadni tak redukci tetrazoliové soli na barevny formazanovy produkt.

Jednim z nejCastéji pouzivanych testl pro ur€eni bunécéné viability, bunécné

proliferace a také bunécné citlivosti na posouzeni cytotoxicity v in vitro systémech je
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test MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid). Zaroven se jedna
o0 prvni spolehlivy test vyuzivajici vlastnosti tetrazoliovych soli pro homogenni
zhodnoceni bunécné Zivotaschopnosti v 96jamkoveé mikrotitracni desticce (Riss et al.,
2018). Vyhodou MTT testu je jeho mala c&asova naroCnost a moznost
poloautomatického uspofadani. Lipofilni charakter a pfitomnost kladného naboje
na povrchu tetrazoliové soli jsou rozhodujicimi parametry pro snadnou absorpci zivymi
burikami. Zejména lipofilni charakter tetrazoliové soli ji zajiStuje snadnou prostupnost
cytoplasmatickou membranou bunék. Principem stanoveni bunécné viability
prostfednictvim MTT testu je takova, Ze viabilni bunky jsou schopny zejména
prostfednictvim svych dehydrogenaz redukovat pivodné Zlutou tetrazoliovou sul MTT
na fialovomodry formazanovy produkt (Obr. 10). Vznikly formazanovy produkt je
nerozpustny a jeho mnozstvi Ize nasledné po odstranéni kultivaéniho média stanovit
extrakci mineralnim olejem nebo dimethylsulfoxidem DMSO a naslednym
kolorimetrickym stanovenim. Mitochondrialni dehydrogenazy byly plvodné
povazovany za Cinitele redukce MTT tetrazoliové soli. V sou€asné dobé je
vSak za hlavniho Cinitele redukce MTT povazovan koenzym NAD(P)H a glykolytické
enzymy endoplasmatického retikula. Redukce MTT by tedy méla byt povaZzovana

spiSe za miru rychlosti produkce NAD* (Stockert et al., 2018).

iy Q NADH Q
@i :'T{N‘\h(}:}fcm O/k Y\%fcm

CH3 3

MTI Formazan

Obrazek 10: Redukce tetrazoliové soli MTT na formazanovy produkt (Riss et al., 2018).

Vlastni MTT substrat je pfed analyzou pfipravovan Cerstvy a nasledné je
k bunéénym kulturdm pfidavan obvykle v konecné koncentraci 0,2-0,5 mg/ml
pfi inkubaci trvajici 1-4 hod. Zména zbarveni zprostfedkovana pfirGstkem fialové
zbarveného formazanového produktu je zpravidla zaznamenavana mérenim zmén

absorbance pfi vinové délce absorpéniho maxima (570 nm) pomoci spektrofotometru.
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PocCet zivotaschopnych bunék by mél byt pfimo umérny mnozstvi vznikajiciho
formazanu (Riss et al., 2018).

Velmi vyznamnou roli ve stanoveni bunécné viability hraji sulfonované
tetrazoliové soli MTS, WST-1 a XTT (Obr. 11Ai1, 11B:1 a 11Ci). Tuto skupinu
tetrazoliovych soli Ize oznacCit jako sekundarni generaci tetrazoliovych soli. Jejich
bunécny pfijem je do znacné miry omezen jejich hydrofilnim charakterem a z tohoto
divodu se obvykle pouzivaji s pfechodnym akceptorem elektront (Stockert et al.,
2018; Yin et al., 2013).

Princip fungovani sulfonované tetrazoliové soli WST-1 (4-[3-(4-iodophenyl)-2-
(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonate) jako markeru bunééné
viability je zaloZen na odliSném redukénim mechanismu, nez je tomu napfiklad u MTT
testu. WST-1 test méfi konkrétné aktivitu intra- a extramitochondrialnich
dehydrogenaz. Pfedpoklada se, Zze WST-1 se na rozdil od MTT diky svému amfifilnimu
charakteru hromadi v cytoplazmatické membrané. Pro zajisténi redukce mimo vnitfni
prostfedi bunky jsou u sulfonovanych tetrazoliovych soli vyuZivany pfechodné
akceptory elektrond, jako je 1-methoxy-5-methyl-phenazinium methyl sulfat (PMS)
nebo menadion, které pomahaji prenaset elektrony. Velikou vyhodou WST-1
tetrazoliové soli je, ze po jeji redukci dochazi ke vzniku sulfonovaného formazanového
produktu (Obr. 11B2), ktery je rozpustny, a netvofi se tedy Zadné extracelularni krystaly
formazanu (Stockert et al., 2018).

XTT tetrazoliova sul (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-
karboxanilid) je ve vodném prostifedi dobfe rozpustna taktéz (Knight, 2006). V zivych
bunkach je redukovana na oranzovy formazanovy produkt (Obr. 11C2). Enzymem,
ktery se na této redukci pravdépodobné podili, je sukcinat-tetrazoliumreduktaza. XTT
test stejné tak jako test WST-1 jsou pro stanoveni bunécné viability vyhodné i z toho
davodu, Ze pfi jejich pouziti neni tfeba vznikly formazanovy produkt rozpoustét
ve specialnim rozpoustédle (Roehm et al., 1991). Na rozdil od MTT testu je u XTT
a WST-1 testll formazanovy produkt ve vodé pfirozené rozpustny (Wang et al., 2011).
Poslednim testem vyuzivajicim sulfonovanou tetrazoliovou sll je MTS test (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium).
Produktem MTS testu je opét ve vodé rozpustny formazanovy produkt (Obr. 11A2),

jehoz intenzita je kvantifikovana méfenim absorbance pfi 490 nm (Patel et al., 2005).
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Obrazek 11: Struktury sulfonovanych tetrazoliovych soli A;) MTS; B;) WST-1; Cy) XTT
a formazanové produkty téchto tetrazoliovych soli odvozené od: A;) MTS; B,) WST-1;
C,) XTT 1 - upraveno dle (Stockert et al., 2018).
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1.4.1.3 Tvorba ATP

Pro zjisténi poCtu Zzivotaschopnych bunék Ize wvyuzit i méfeni hladiny
adenosintrifosfatu (ATP). Hladina ATP byla pfijata jako velice validni ukazatel
bunécné viability ztoho divodu, Ze pokud dojde ke ztraté integrity bunécné
cytoplasmatické membrany, tak bunka prakticky okamzité ztraci schopnost
syntetizovat ATP (Riss and Moravec, 2004). Zbyvajici ATP v cytoplasmé je zaroven
rychle vyCerpano endogennimi ATPazami. NejCastéji pouzivanym zpUlsobem
je stanoveni ATP prostfednictvim luciferazy. Detekéni Cinidlo musi obsahovat roztok
detergentu pro bunécnou lyzi a inhibitory ATPazy pro stabilizaci stanovovaného ATP
uvolfiovaného z lyzovanych bunék. Zarovefi musi obsahovat luciferin, jako substrat,
a stabilni formu luciferazy, ktera v reakci funguje jako katalyzator. Vysledkem reakce
je vznik fotonl. Reakéni schéma pro stanoveni ATP je uvedeno na obrazku 12.
ATP test je oznaCovan za nejrychlejsi, nejcitlivéjsi a k artefaktim nejméné nachyiny
test bunécné Zivotaschopnosti (Riss et al., 2018). Luminiscenc¢ni signal, ktery pfi dané
reakci méfime, se stabilizuje do 10 min od okamziku pfidani reakéniho €inidla a jeho
stabilita je vfadu nékolika hodin. Vyznamnou vyhodou oproti testim zaloZzenym
na tetrazoliovych solich je to, Zze neni tfeba Cekat na vznik barevné slouceniny.
Zaroven je test velice citlivy a typicky Ize signal zaznamenat uz pfi testovani velmi

malého mnozstvi bunék v jedné jamce mikrotitracni desticky (Riss et al., 2018).

Ziva burnka

H COOH Luciferaza
CKZISHS | + ATP  ————— Luminiscencni signal

Luciferin

Obrazek 12: Stanoveni ATP: reakéni schéma — upraveno dle (Riss et al., 2018).
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1.4.2 Stanoveni koncentrace glutathionu

Pro méfeni hladiny hlavniho intracelularniho antioxidantu, glutathionu,
lze vyuzit celou fadu analytickych metod. Patfi mezi né metody chromatografické,
elektrochemické, spektrofotometrické a také hmotnostni spektrometrie. V literature
se setkavame s vyuzitim kapalinové chromatografie, a to zejména diky jeji vysoké
specifité a citlivosti, ktera samoziejmé souvisi s typem pouzitého detektoru (Garcia et
al., 2008). Lze wvyuzit i metody bioluminiscencni, plynovou chromatografii
nebo kapilarni elektroforézu. NejCastéjSim zplisobem méreni hladiny glutathionu je
vSak spektrofotometricka metoda (Tipple and Rogers, 2012). Do popfedi
se v poslednich letech dostava vyuziti fluorimetrickych testd. Vyhodou je jejich vysoka
citivost a specifita spojena s Casovou nenaro¢nosti. NejCastéji pouzivanou
fluorescenéni sondou pro stanoveni hladiny glutathionu je o-ftalaldehyd,
ktery s glutathionem reaguje za vzniku vysoce fluorescenéniho produktu. Mezi dalSi
fluorescencni sondy patfi tzv. bimany. Do bimanovych sloucenin Ize zafadit
monochlorobiman (MCB) a monobromobimany (Capek et al., 2017). Jejich vyhoda
spociva prfedevSim vtom, Ze na rozdil od o-ftalaldehydu jsou bimany schopny
proniknout do bunky pfes cytoplasmatickou membranu a reagovat tak pfimo
s bunéCnymi thioly. o-ftalaldehyd neni schopen do bunék jednoduSe vstupovat
a vlastni postup stanoveni glutathionu je nutné doplnit o lyzaCni krok. Nasledné
stanoveni hladiny glutathionu je provadéno z lyzatu, do kterého se z lyzovanych bunék

glutathion uvolnil (Rousar et al., 2012).

1.4.3 Kondenzace jaderného chromatinu

Zmény na urovni bunééného jadra predstavuji jeden z dulezitych parametrt
o vlivu studovanych latek na testované bunécné linie. Pro studium jadernych zmén
lze vyuzit celou Fadu fluorescencnich testd. Mezi nejCastéji vyuzivana fluorescencni
barviva fadime propidium jodid (PI), ethidium bromid, pfipadné fluorescenéni sondu
DAPI, nebo nékterou ze tfi sond Hoechst (33258, 33342, 34580).

Fluorescencni test vyuZivajici propidium jodid je zaloZzen na schopnosti Pl
pronikat pouze pfes narusené bunécné membrany mrtvych nebo umirajicich bunék.
Interkalaéni komplexy tvofené dvouviaknovou DNA a Pl pak zpUsobi amplifikaci
fluorescence, kterou u mrtvych a umirajicich bunék nasledné pozorujeme. Z principu

fluorescencniho testu vyuzivajiciho Pl vyplyva, Ze ho lze s vyhodou vyuzit
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pro stanoveni bunécné viability (Dengler et al., 1995; Riccardi and Nicoletti, 2006).
Na podobném principu pracuje i test vyuzivajici jako fluorescenéni sondu ethidium
bromid.

Pro urCeni miry DNA fragmentace jsou vyuzivany spiSe fluorescencni sondy
DAPI a Hoechst. DAPI je lipofilni sondou (4',6-diamidino-2-fenylindol), ktera se
specificky vaze na DNA useky obsahuijici vice A-T para. Po jejim navazani dochazi
ke vzniku fluorescencniho komplexu, ktery Ize detekovat pfi 460 nm (Eriksson et al.,
1993). Fluorescenc¢ni sonda Hoechst 33258 (2-[2-(4-hydroxyfenyl)-6-benzimidazolyl-
6-(1-methyl-4-piperazyl)-benzimidazol) patfi do  skupiny  fluorescencnich
interkalaCnich barviv a je schopna oznacit DNA pomoci silné vazby do A-T bohatych
oblasti malého Zlabku dvouvlaknové DNA (Martin et al., 2005). Diky schopnosti této
vazby |ze nasledné DNA pozorovat jako modfe zbarvené oblasti a detekovat tak DNA
fragmentaci sledovanych bunék. Excitacni maximum fluorescencni sondy Hoechst
33258 je pfi 352 nm. Hoechst 33258 je vyuzivan i pro fluorimetrické stanoveni
koncentrace DNA, a to ztoho duvodu, Ze fluorimetrické stanoveni je citlivéjSi
nez spektrofotometrické. Hoechst 33258 je zarover schopen oznacit pouze DNA, jejiz
velikost je vétsi nez 1 kb. Na mensi fragmenty DNA se sonda nevaze tak ucinné
(Green and Sambrook, 2017). Velkou vyhodou vsech tfi typd sondy Hoechst je jejich
schopnost pfirozeného prichodu do bunék. Sonda DAPI je schopna DNA oznacit
pouze v pripadé, Ze bunky maji poSkozenou cytoplasmatickou membranu,

napf. i z davodu pfedchozi fixace.

1.4.4 Produkce reaktivnich forem kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) patfi také mezi vyznamné signalizacni molekuly
a v pfipadé, Ze dochazi k jejich nadmérné tvorbé, Ci pfimo k hromadéni v burikach,
tak jejich plsobeni vede k oxidaénimu stresu. Ten je jednim z pfednich negativnich
faktorl zpUsobujicich bunééné poskozeni (Joshi and Bakowska, 2011). Pro stanoveni
produkce reaktivnich forem kysliku Ize vyuzit celou fadu fluorescenc¢nich sond. Patfi
mezi né napfiklad sonda MitoSox, jez je selektivni pro detekci O2*~. Pro detekci O2°~
lze vyuzit i sondu 2-(2-pyridil)-benzothiazolin. DalSim zastupcem této skupiny
fluorescencnich sond je 2,7-dichlorodihydrofluorescein (DCFH), ktery je specifickym
indikatorem pritomnosti H202. Pro detekci produkce ROS je také vyuzivana sonda 5,6-
chloromethyl-2°,7 -dichlorodihydrofluorescein diacetat (CM-H2DCFDA). Tu lze vyuzit
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pro kteroukoliv bunécnou linii. Nevyhodou je nespecifita konkrétniho typu tvofenych
ROS. Jeji vyuziti je diky tomu omezeno pouze pro stanoveni obecné hladiny oxidantu
v bunkach. Sonda CM-H2DCFDA funguje stejnym zpusobem jako sonda DCFH,
kdy po jejim prostupu do bunék dochazi k jeji deacetylaci pomoci intracelularnich
esteraz. Nasledné pusobenim ROS vznika fluorescencni produkt, ktery emituje zareni
pfi 527 nm s excitaci pfi 492 nm (Oparka et al., 2016). Pro stanoveni produkce ROS
Ize vyuzit i nefluorescenéni molekulu Amplex Red (N-Acetyl-3,7-dihydroxyfenoxazin),
ktera je oxidovana pomoci H20:2 v pfitomnosti kienové peroxidazy (HRP) na vysoce

fluorescencni produkt (Towne et al., 2004).

1.4.5 Vizualizace bunéénych struktur fluorescenéni mikroskopii

Vizualizace bunécénych struktur pomoci fluorescenénich sond je pfi studiu
bunécné morfologie a vramci hodnoceni funkéniho stavu bunécnych linii Casto
vyuzivanou metodou. Kromé vizualizace kondenzace jaderného chromatinu napfiklad
prostfednictvim sondy Hoechst je vhodné vyuzit i vizualizace aktinovych viaken
nebo mitochondrii. Za uCelem vizualizace aktinovych vlaken je vyuzivana pfirozena
schopnost toxinu faloidinu vazat se specificky na aktinova vlakna bunék. Diky
pritomnosti fluorescencni znacky na faloidinu, ktera zajisti vlastni vizualizaci
jednotlivych aktinovych viaken ve fluorescenénim mikroskopu mizeme takto aktinova
vlakna pozorovat. Vizualizace aktinovych vlaken slouzi pro zhodnoceni rozvinuti
bunééného cytoskeletu a nepfimo tak vypovida o funkénim stavu sledované bunécéné
linie. Informace o morfologickych zménach bunéénych struktur slouzi pro doplnéni
komplexnich informaci a pro posouzeni cytotoxického plsobeni latek (Melak et al.,
2017).

Dalsi fluorescenéni metodou detekujici stav mitochondrialni aktivity je vyuziti
fluorescen&ni sondy JC-1. Mitochondrialni membranovy potencial hraje zcela zasadni
roli v udrzeni fyziologické funkce respiracniho fetézce a diky tomu i ve vzniku ATP.
Ztrata mitochondrialniho membranového potencialu vede u bunék k postupnému
vyCerpani vesSkeré energie a nasledné k jejich zaniku (Joshi and Bakowska, 2011).
Sonda JC-1 (5,57,6,6 -tetrachloro-1,1",3,3 -tetraethylbenzimidazolylkarbocyanin jodid)
je schopna diky svym lipofilnim a kationickym vlastnostem pronikat pfes bunécné
membrany do mitochondrii. U bunék s vysokym mitochondrialnim membranovym

potencialem tvofi sonda JC-1 agregaty, které emituji fluorescencni zareni o vinové
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délce 595 nm. Maiji-li buriky naruseny, Cili snizeny mitochondrialni membranovy
potencial, sonda JC-1 zustava v monomerni formé emitujici fluorescencni zareni
o vinové délce 535 nm (Smiley et al., 1991). Diky rozdilné emisi fluorescencniho zareni
lze nasledné spolehlivé posoudit a zhodnotit, vjakém stavu jsou bunécéné

mitochondrie.
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2 CILE PRACE

1) Zavést a optimalizovat kultivaci lidskych proximalnich tubularnich bunék HK-2

za rlznych kultivaénich podminek.

2) Charakterizovat kultivaéni a rdstovou stabilitu HK-2 bunék za optimalnich

podminek béhem stfednédobého pasazovani.

3) Charakterizovat nefrotoxické puasobeni kadmia u HK-2 bunééné linie pomoci

bioanalytickych a biochemickych metod.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam pouzitych chemikalii

5,67,6,6 -tetrachlor-1,1",3,3 -tetraethylbenzimidazolylkarbokyanin jodid, JC-1
(C25H27ClaIN4; Mr = 652,2; Enzo, CR)

5,6-chlormethyl-2°,7 -dichlordihydrofluorescein diacetat, CM-H2DCFDA
(C27H19ClI30s; Mr = 577,8; Molecular Probes, USA)

Acetaminofen, APAP (CsHsNO2; Mr = 151,16; Sigma Aldrich, USA)

Anti-ACTIVE® JNK (anti-54 kDa JNK2; kralik; Promega, USA)

Anti-B-aktin (kralik; Sigma-Aldrich, USA)

Anti-NFkB p65 monoklonalni protilatky (mys; Invitrogen, USA)

Apo-ONE® kit (Promega, USA)

CisPlatina, CisPt (Pt(NHs)2Cl2; Mr = 300,01; Sigma Aldrich, USA)

Clarity™ Western ECL substrat (Bio-Rad, USA)

Deionizovana voda, DV (G <0,1 puS)

Dimethylsulfoxid, DMSO (C2HsSO; Mr = 78,13; Sigma Aldrich, USA)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium F-12 (1:1)
(s/bez fenolové ¢ervené), DMEM/F-12 (Sigma Aldrich, USA)

Ethanol, EtOH (C2HsOH; Mr = 46,07; Merck KGaA, SRN)

Faloidin-FITC (CssHesN10014S4; Mr = 1252 ,44; Sigma Aldrich, USA)

FCCP (CF3OCsHaNHN=C(CN)2; Mr = 254,17; Sigma Aldrich, USA)

Fetalni bovinni sérum, FBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

Fosfatovy pufr podle Dulbecca, DPBS (Molecular Probes, USA)

HEPES pufr (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

Hoechst 33258 (C2sH37CIsNsOs; Mr = 623,96; Sigma Aldrich, USA)

Hovézi sérovy albumin, BSA (Sigma Aldrich, USA)

Hovézi pituitarni extrakt, BPE (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

Chlorid kademnaty (CdClz; Mr = 183,32; Sigma Aldrich, USA)

Chlorid sodny (NaCl; Mr = 58,44; Sigma Aldrich, USA)

Insulin/transferin/seleni€itan sodny, ITS (Sigma Aldrich, USA)

Keratinocyte Serum Free Medium, keratinocytové SFM (Gibco, Thermo Fisher
Scientific Inc., USA)

Monochlorobiman, MCB (C10H11CIN202; Mr = 226,7; Sigma Aldrich, USA)
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Neesencialni aminokyseliny, NAA (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

Penicilin/streptomycin, P/S (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

Pyruvat sodny, PYR (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

Rekombinantni epidermalni ristovy faktor, EGF (Gibco, Thermo Fisher Scientific
Inc., USA)

Sekundarni protilatky znac¢ené kienovou peroxidazou (kozi; Sigma-Aldrich, USA,
anti-mys; Invitrogen, USA)

tert-butylhydroperoxid, t-BHP (C4H1002; Mr = 90,12; Sigma Aldrich, USA)

Trypsin-EDTA solution (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

WST-1 (Roche, Némecko)

3.2 Priprava roztok

Pracovni_roztok DPBS - koncentrovany roztok DPBS jsme fedili v poméru 1:9,

napf. bylo pipetovano 10 ml pufru DPBS do 90 ml deionizované vody.

Zasobni roztok JC-1 (c = 2 mg/ml) — zasobni roztok jsme pfipravili rozpusténim sondy

JC-1 v DMSO, roztok byl nasledné& uchovan po 50 ul v mrazaku pfi -20 °C.

Pracovni roztok JC-1 (c = 20 pg/ml) — alikvot 50 ul zasobniho roztoku JC-1 jsme
pipetovali do 4950 ul pufru DPBS.

Pracovni roztok formaldehydu (3,7%) — 200 pl zasobniho roztoku formaldehydu (37 %)

jsme pipetovali do 1800 pl pufru DPBS.

Pracovni roztok tritonu X-100 (0,1%) — 2 ul zasobniho roztoku tritonu X-100 (100 %)
jsme pipetovali do 1998 pl pufru DPBS.

Zasobni roztok faloidinu-FITC (c = 80 yM) — zasobni roztok jsme pfipravili rozpusténim

faloidinu-FITC v DMSO, roztok byl nasledné uchovan v mrazaku pfi -20 °C.

Pracovni roztok faloidinu-FITC (c = 1 uM) — 20 ul zasobniho roztoku faloidinu-FITC

jsme pipetovali do 1580 pl pufru DPBS.
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Zasobni roztok CM-H2DCFDA (c = 400 puM) — pipetovali jsme 86,5 pl DMSO

do mikrozkumavky k 50 ug slou€eniny.

Pracovni roztok CM-H2DCFDA (c = 2 yM) — pipetovali jsme 20 pl zasobniho roztoku
CM-H2DCFDA do 3980 ul pufru DPBS.

Zasobni roztok Hoechst 33258 (c = 40 pg/ml) — do 960 ul H20 jsme napipetovali 40 pl
Hoechst 33258 (c = 1 mg/ml).

Pracovni_roztok APAP (c = 10 mM) — navazka 0,0045 g APAP byla rozpusténa

ve 3 ml kompletniho kultivacniho média.

Pracovni roztok MCB (c = 240 uM) — alikvot 30 ul zasobniho roztoku MCB jsme
pipetovali do 1,220 ml pufru DPBS.

Zasobni roztok CdClI2 (c =20 mM) — 0,0183 g CdCl2 jsme rozpustili v 5 ml deionizované

vody. Roztok jsme skladovali v lednici pfi 4 °C.

Zasobni roztok CisPt (c = 1 mM) — 0,0015 g CisPt jsme rozpustili v 5 ml deionizované

vody. Roztok jsme skladovali v lednici pfi 4 °C.

Zasobni _roztok t-BHP (c = 100 mM) — 18,1 pl t-BHP (5,5 M) jsme pfidali do 1 ml

deionizované vody. Roztok jsme skladovali v lednici pfi 4 °C.

3.3 Pristroje a laboratorni vybaveni

pristroje:

Analytické vahy ARJ 120-4M (Kern, SRN)

Automatické pipety Finnpipette (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

Biohazard box SafeFAST Elite (Faster, Italie)

CASY model TT (Roche, SRN)

ChemiDoc™ MP systému (Bio-Rad, USA)

CO2 inkubator (PHCbi, Japonsko)

DestiCkovy spektrofotometr a spektrofluorimetr Infinite M200 (Tecan, Rakousko)
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DestiCkovy spektrofotometr a spektrofluorimetr Spark (Tecan, Rakousko)
Lednice s mrazakem -20 °C (Liebherr, CR)

Mikroskop Nikon Eclipse 80i (Nikon, Japonsko)

Mikroskop 3D Cell Explorer (Swiss Biotech, Svycarsko)
Mrazici box pro hloubkové mrazeni (PHCbi, Japonsko)
Multisizer 4e Coulter Cell Analyzer (Beckman Coulter, USA)
Odstfedivka 35 R (Hettich, SRN)

Odstfedivka Mikro 20 R (Hettich, SRN)

pH-metr pH 720 (InoLab, SRN)

Termostatovana michacka (Biosan, LotySsko)

Trepacky, vortexy (Reax top Heidolph, SRN, IKA Svédsko)

Vodni lazen s termostatem a ultrazvukem (Bandelin Sonorex, SRN)

pomuicky:

Centrifugacni zkumavky, objem 15 ml (SPL/BioTech, Korea)

Kultivacni lahve NUNC T75 s filtrem (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
Magneticka michadla (Heidolph & Big Squit Star, SRN)

Mikroskopicka skla (osmikomorova) pro mikroskopii (SPL/BioTech, Korea)
Mikrotitraéni destiCky 96jamkove, 6jamkoveé (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
Mikrozkumavky, objem 1,5; 2,5 a 5 ml (Eppendorf, SRN)

PVDF membrany (Bio-Rad, USA)

software:

ACD/ChemSketch 12 (Advanced Chemistry Development software, Kanada)
EndNote X4 (Thomson Reuters, USA)

i-control 1.6 (Tecan, Rakousko)

Microsoft Office (Microsoft, USA)

Nikon NIS-Elements (Nikon, Japonsko)

OriginPro 9 (OriginLab, USA)

bunééna linie:
Human Kidney 2, HK-2 (ATCC, USA)
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3.4 Kultivace HK-2 bunék

Do kultivaCnich lahvi bylo nejprve napipetovano vyhraté kompletni kultivacni
médium a nasledné byl pfidan vypocteny objem bunééné suspenze. Vysledny objem
bunécné suspenze a kultivaéniho média v kultivaéni lahvi €inil vzdy 10 ml. Optimalni
mnozstvi nasazovanych HK-2 bunék na jednu lahev s kultivaéni plochou 75 cm? bylo
4.10° bunék. Nasazené buriky byly nasledné kultivovany v CO2 inkubatoru pfi 37 °C
a koncentraci 5 % CO2. Kazdych 48 nebo 72 hod bylo od bunék odtazeno puavodni
kultivacni médium, které bylo vyménéno za Cerstvé. K pasazovani bunék dochazelo
vzdy az v okamziku, kdy se bunécna konfluence v kultivacni nadobé pohybovala
v rozmezi od 65 % do 75 %. Denzita bunék ziskanych pasazovanim dané kultivacni
lahve byla pocitana s pomoci analyzatoru ¢astic Multisizer 4e Coulter Cell Analyzer
(Beckman Coulter, USA). Bunky HK-2 byly nasledné pro potfeby experimentd
nasazeny na 96jamkové mikrotitracni desticky, a to v denzité 2,5.10%
bunék/100 pl/jamku. Takto byly buriky ponechany 24 hod v CO2 inkubatoru, aby doslo
k jejich uplné adhezi a rozvinuti cytoskeletu. Po pfisednuti byly buriky exponovany
kultivacnimu meédiu obsahujicimu testované sloucCeniny, pficemz Cas jejich inkubace

zavisel na typu provadéného experimentu.

3.5 Optimalizace druhu kultivaéniho média

Prvni experimenty byly zaméfeny na hodnoceni stability odezvy HK-2 bunék
ve tfech typech kultivaénich médii (DMEM/F12 s pyruvatem, DMEM/F12 bez pyruvatu
a keratinocytové SFM) pfi koinkubaci se zvolenymi modelovymi toxiny. Stabilita
odezvy byla studovana prostfednictvim WST-1 testu dehydrogenazové aktivity
(Roche, N&mecko) a MCB metody (Capek et al., 2017) pro stanoveni hladiny
glutathionu. Testovano bylo pét modelovych toxinu, u nékterych z nich byl studovan
efekt vice koncentraci. Modelovymi toxiny byly 1 mM a 10 mM acetaminofen (APAP),
100 pM CdClz, 40 uM FCCP, 100 pM CisPt a 50 uM t-BHP. Buriky byly testovany
v rozmezi 7.-10. pasaze, pficemz pro kazdy experiment se bunky nachazely ve vSech
typech zvoleného média ve stejné pasazi. V pripadé obou zvolenych testu byly buriky
inkubovany s modelovymi toxiny po dobu 24 hod.

Zaroven byly bunky podrobeny i mikroskopické analyze s vyuzitim
fluorescennich sond. Pro mikroskopickou analyzu byly bunky kultivovany
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na osmikomorovych mikroskopickych sklech (SPL/BioTech, Korea) v denzité 2,5.10%
bunék/200 pl/komoru postupné se vSemi tfemi typy studovanych kultivacnich médii.
Zvolena bunécna denzita odpovidala po 24hodinovém pfisednuti bunék konfluenci
65—75 %. Mikroskopicka analyza byla provadéna prostfednictvim mikroskopu Nikon
Eclipse 80i (Nikon, Japonsko). Fluorescenéni sondy slouZzily k vizualizaci bunécného
jadra (Hoechst 33258), aktinovych viaken (faloidin-FITC) a ke zhodnoceni aktivity

mitochondrii (JC-1) neovlivnénych kontrolnich HK-2 bunék.

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/F12 Ham (1:1)

Jako zakladové médium pro kultivaci HK-2 bunék bylo zvoleno DMEM/F-12
s/bez fenolové Cervené. DMEM/F12 bylo navic obohaceno o 5 % fetalniho hovéziho
séra (v/v), pyruvat (1 mM), inzulin (10 pg/ml), transferin (5,5 pg/ml), selenicitan sodny
(5 ng/ml), penicilin (50 pug/ml), streptomycin (50 pg/ml) a epidermalni rustovy faktor
(5 ng/ml). Obohacené kultivacni médium bylo pfipravovano vzdy Cerstvé, pricemz
maximalni doba jeho uchovavani byla 7 dni. Suplementy byly do média pfidavany
pfi jeho pfipravé. Vyjimkou byl pouze inzulin, transferin a EGF, které byly pfidavany

v prubéhu pasazovani pfimo do kultivacnich lahvi.

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/F12 Ham (1:1) bez pyruvatu
Druhé kultivaéni médium svym sloZzenim odpovidalo obohacenému médiu

DMEM/F-12, jedinym odliSnym parametrem byla absence pyruvatu.

Keratinocyte Serum Free Medium

Keratinocytové SFM medium bylo pro kultivaci HK-2 bunék obohaceno o hovézi
hypofyzarni extrakt (BPE) v kone¢né koncentraci 0,05 mg/ml a epidermalni rastovy
faktor (EGF) v koneCné koncentraci 5 ng/ml. Obohacené kultivacni médium
bylo pfipravovano vzdy CcCerstvé a suplementy byly do média pfidavany tésné

pfed bunécnou kultivaci.

3.6 Testovani vlivu kultivace HK-2 bunék na miru toxicity

Bunécna kultivace byla provadéna v kultivaénim médiu DMEM/F12 s/bez
fenolové Cervené. VSechny experimenty byly provadény v rozmezi 3.-15. pasaze
vzdy az po 24 hod pfisednuti HK-2 bunék na dno 96jamkové mikrotitracni destiCky
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ve 100 ul bunééného média. Pro potvrzeni bunééného plvodu a ovéreni stability
bunécné linie HK-2 v prubéhu stfednédobé kultivace byla provedena analyza kratkych
tandemovych repetic, byla sledovana zména doby potfebné k populacnimu
zdvojnasobeni a také stfedni velikost HK-2 bunék. Stav HK-2 bunék po posSkozeni
modelovymi latkami v pribéhu stfednédobé kultivace byl posuzovan stanovenim
dehydrogenazové aktivity (WST-1 test) a hladiny intracelularniho glutathionu
(MCB metoda). Modelovymi toxiny byly acetaminofen (10 mM), cisplatina (100 uM),
tert-butylhydroperoxid (50 uM), a CdCl2 (100 uM). Bunécna viabilita i koncentrace
glutathionu byly stanoveny po uplynuti 6 hod a 24 hod inkubace HK-2 bunék

s modelovymi toxiny.

3.7 Studium nefrotoxicity CdCl>

HK-2 bunéc¢na linie byla vyuzita k testovani nefrotoxického pusobeni CdCla.
Bunécna kultivace byla provadéna v kultivatnim médiu DMEM/F12 s/bez fenolove
Cervené. VSechny experimenty byly provadény vrozmezi 4.-11. pasaze.
Ovlivnéni vybranymi koncentracemi CdClz nasledovalo vzdy aZ po 24 hod pfisednuti
HK-2 bunék na dno 96jamkové mikrotitracni desticky ve 100 pl bunéfného média.

Dehydrogenazova aktivita a koncentrace intracelularniho glutathionu byla
u bunék HK-2 ovlivnénych CdClz2 stanovena WST-1 testem, resp. MCB metodou.
Dehydrogenazova aktivita byla testovana pro rozsah koncentraci CdCl2 (0,1-1000 uM)
pfi dobach inkubace bunék s CdCl2 2-48 hod.

DalSim testem pro posouzeni vlivu CdCl2 na HK-2 bunky bylo stanoveni
produkce ROS fluorescencni sondou CM-H2DCFDA. Bunky HK-2 byly inkubovany
s CdClz o koncentracich 0, 5, 25, 100 a 200 uM po dobu 2, 6, 10 a 24 hod. Za téchto
podminek byla testovana i DNA fragmentace, aktivita kaspaz a pomoci Western blotu
analyzovana fosforylovana JNK a protein NFkB.

Vysledky testovani nefrotoxického plsobeni CdClz na HK-2 buriky byly
doplnény o mikroskopickou analyzu s vyuzitim fluorescenénich sond. Bunky byly
kultivovany na osmikomorovych mikroskopickych sklech (SPL/BioTech, Korea)
v denzité 2,5.10* bunék/200 pl/lkomoru. Mikroskopicka analyza byla provadéna
prostfednictvim mikroskopu Nikon Eclipse 80i (Nikon, Japonsko). Fluorescenéni sondy
slouZily k vizualizaci buné&ného jadra (Hoechst 33258) a aktinovych vliaken (faloidin-
FITC) HK-2 bunék kontrolnich a ovlivnénych 25 a 100 yM CdCl2 po dobu 6 a 24 hod.
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3.8 Bioanalytické testy a metody
3.8.1 Analyza kratkych tandemovych repetic

Prvnim krokem analyzy kratkych tandemovych repetic (STR) pro autentizaci
bunécnych linii byla izolace genomové DNA bunék kultivovanych in vitro. Toto bylo
provedeno pomoci soupravy pro izolaci DNA z tkani (Generi Biotech a.s., Ceska
republika). Analyza STR useku byla provedena v Generi Biotech, a.s. Pro autentizaci
HK-2 bunécné linie bylo analyzovano sedmnact vybranych autosomalnich
polymorfismu (CSF1PO, D13S317, D16S539, D18S51, D19S433, D21S11, D2S1338,
D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, FGA, Penta v, TPO, PPO v, PPO)
a amelogenin. Autosomalni polymorfismy a amelogenin byly nasledné amplifikovany
v multiplexni PCR a separovany kapilarni elektroforézou. Autentizace HK-2 bunécné

linie byla nasledné dokonéena porovnanim se zavedenymi databazemi STR useku.

3.8.2 ,,Doubling time* a stfedni velikost bunék

Doba potfebna k populaénimu zdvojnasobeni oznaCovana jako generacni
doba, nebo anglickym pojmem ,Doubling time“ (DT), je dualezitym parametrem
bunééného rustu. DT je odvozen od poctu bunék a Casu, ktery uplynul od nasazeni
bunék do kultivaéni nadoby, az do okamziku jejich nasledného pasazovani a nasazeni

do novych kultivaénich nadob. Zplsob vypoctu DT je vyjadfen nasledujici rovnici.

t *xlog?2

DT =
(log Nt —log NO)

Pro vypocet DT bylo tfeba zaznamenat €as t, ktery uplynul od doby nasazeni
HK-2 bunék, az po okamzik jejich ,trypsinizace®, tedy okamzik enzymatického uvolnéni
bunék ze dna kultivacni nadoby, kdy pouzitym enzymem je pravé trypsin. Dale bylo
pro vypocCet doby populaéniho zdvojnasobeni nutné znat Nt, coZ je celkovy pocet
viabilnich HK-2 bunék po ,trypsinizaci“ a NO, coz je plivodni poCet do kultivaéni nadoby
nasazenych HK-2 bunék.

V prubéhu kultivace HK-2 bunék byla pfi kazdém pasazovani sledovana
primérna velikost kultivovanych bunék. Pro stanoveni stfedni velikosti bunék byl vyuzit

multikanalovy systém CASY model TT (Roche, Némecko). Hodnoceni stfedni velikosti
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bunék bylo provadéno pfi kazdém pocitani kultivovanych bunék pfed jejich nasazenim

na novou kultivaéni nadobu.

3.8.3 Flurescenéni mikroskopie — barveni aktinu a mitochondrii

Aktinova vlakna HK-2 bunék byla vizualizovana prostfednictvim fluorescenéné
znaceného faloidinu (faloidin-FITC). HK-2 buriky byly nasazeny na mikroskopicka skla
v denzité 2,5.10% bunék/komoru. Buriky byly pfed fixaci promyty 200 ul pracovniho
roztoku DPBS (pH 7,4, 37 °C). Fixace byla provedena pomoci 3,7% formaldehydu tak,
ze do kazdé komory bylo pfidano 200 pl pracovniho roztoku formaldehydu (5 min,
37 °C). Nasledné byl roztok formaldehydu odpipetovan a k bukam bylo pfidano 200
gl pracovniho roztoku tritonu X-100 (15 min, 37 °C). Buriky byly poté promyty pomoci
DPBS (pH 7,4, 37 °C) a do kazdé komory bylo pfidano 200 ul pracovniho roztoku
fluorescenéné znaceného faloidinu (c =1 pM, 40 min, 37 °C). Poté byly bunky opét
promyty pomoci DPBS (pH 7,4, 37 °C). Pro mikroskopickou analyzu byl vyuZit
mikroskop Nikon Eclipse 80i s fluorescenénim filtrem FITC. Fluorescence navazaného
faloidinu-FITC byla na snimcich z fluorescenéniho mikroskopu patrna jako zelené
zbarveni aktinovych viaken (Aexem = 485/518 nm).

Detekce mitochondrialniho membranového potencialu slouzila pro posouzeni
funkéniho stavu mitochondrii u testovanych HK-2 bunék a byla provadéna s vyuzitim
intracelularni sondy JC-1. Pracovni roztok JC-1 sondy byl pfed analyzou pfipraven
v DPBS pufru (pH 7). Ke kultivovanym HK-2 burfikam byl do kazdé komory
mikroskopického skla napipetovan pracovni roztok JC-1. Vysledna koncentrace sondy
JC-1 byla 10 pg/ml. Buriky HK-2 byly inkubovany s JC-1 sondou 20 min a po uplynuti
inkubacniho intervalu byly promyty pomoci DPBS (pH 7; 37 °C). Pro detekci byl pouZit
mikroskop Nikon Eclipse 80i s pouzitim fluorescenéniho filtru GFP/TRITC.
Fluorescence JC-1 byla na snimcich z fluorescenéniho mikroskopu patrna jako

Cervené (Aexem = 485/595 nm) nebo zelené zbarveni (Aewem = 485/535 nm).

3.8.4 Stanoveni viability bunék — WST-1 test

Pro studium a testovani dehydrogenazové aktivity, resp. bunécné viability byl
vyuzit WST-1 test. Ke kultivovanym jiz pfisedlym HK-2 burikdm v denzité 2,5.10%
bunék/100 pl/jamku bylo po uplynuti inkubace s modelovymi toxiny pfidano 10 pl
Cinidla WST-1. Nasledné byla na pfistroji Tecan Infinite M200 (Tecan, Rakousko)
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spektrofotometricky zméfena absorbance v ¢ase 0 a 60 min pfi vinové délce 440 nm.
Bunécna viabilita byla vyjadiena jako procenta intra- a extramitochondrialni
dehydrogenazové aktivity vztazena k aktivité kontrolnich bunék (= 100 %). Bunécnou

viabilitu Ize zaroven vyjadfit v absolutnich hodnotach absorbance.

3.8.5 Stanoveni glutathionu

Pro posouzeni intracelularni hladiny glutathionu byla vyuzita optimalizovana
metoda vyuzivajici monochlorobiman. Buriky byly v ramci experimentd inkubovany
v 96jamkovych mikrotitracnich destickach v denzité 2,5.10* bunék/100 pl/jamku.
Po uplynuti inkubacnich intervald bunék s modelovymi toxiny bylo do mikrotitranich
desticek k burikam napipetovano 20 pl sondy MCB (c = 40 pM). Fluorescence
(Aexem = 394/490 nm) byla méfena na analyzatoru Tecan Infinite M200 pfi 37 °C.
Intracelularni koncentrace glutathionu byla nasledné vyjadfena v procentech

vztazenych ke kontrolnim bufikam (kontrolni bunky = 100 %).

3.8.6 Stanoveni produkce ROS

Pro zjisténi produkce ROS byla vyuzita fluorescenc¢ni intracelularni sonda
CM-H2DCFDA (Thermo, USA). Bunky byly vramci experimentl inkubovany
v 96jamkovych mikrotitranich destickach v denzité 2,5.10* bunék/100 pl/jamku.
Pracovni roztok fluorescenéni sondy byl pfipraven v DPBS pufru (pH 7).
Po inkubaci HK-2 bunék s toxiny byl k burikam pfidan Cerstvé pfipraveny pracovni
roztok CM-H2DCFDA. Bunky byly nasledné promyty fyziologickym roztokem
s fosfatovym pufrem abylo zahdajeno méfeni fluorescence. Fluorescence
(Aexem = 485/535 nm) byla detekovana za pouziti analyzatoru Tecan Infinite M200.
Hladina ROS byla nasledné vyjadiena v procentech vztazenych ke kontrolnim burikam
(kontrolni buriky = 100 %).

3.8.7 Apoptotické markery — DNA fragmentace a aktivita kaspaz

Pro hodnoceni kondenzace jaderného chromatinu a fragmentace DNA v HK-2
bunkach byla vyuZita fluorescenéni sonda Hoechst 33258. Po uplynuti doby inkubace
s toxiny bylo k bunkam napipetovano 10 pl sondy Hoechst 33258. Bunky byly

nasledné se sondou 20 min inkubovany. Fluorescence byla méfena s vyuzitim
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spektrofluorimetru Tecan Infinite M200 pfi 37 °C (Aewem = 352/461 nm). Vysledna
hodnota fluorescence byla vztazena ke kontrolnim bufikam (kontrolni buriky = 100 %).

Pro mikroskopické hodnoceni kondenzace jaderného chromatinu a vizualizaci
fragmentované DNA v HK-2 bunkach byla opét vyuZzita fluorescen¢ni sonda Hoechst
33258. HK-2 bunky byly nasazeny na mikroskopicka skla v denzité 2,5.10* bunék.
Po pfisednuti bunék (24 hod) byla k burikam pfidana fluorescenéni sondy Hoechst
33258 s vyslednou koncentraci 2 pug/ml. Pro detekci byl pouzit mikroskop Nikon
Eclipse 80i s pouzitim fluorescenc¢niho filtru DAPI. Fluorescence sondy Hoechst 33258
byla na snimcich z fluorescenéniho mikroskopu patrna jako modré zbarveni jaderného
chromatinu (Aexem = 352/461 nm).

Pro méfeni aktivity kaspaz bylo vyuzito komeréné dostupného kitu Apo-ONE®
pro stanoveni efektorovych kaspaz 3 a 7 (Promega, USA). Apo-ONE® kit funguje jako
homogennim pufr, ktery rychle a efektivné permeabilizuje kultivované buriky a zaroven
podporuje enzymatickou aktivitu kaspaz 3 a 7, pfi€emz rhodamin 110 funguje v kitu
jako profluorescencni substrat. V prvni fazi stanoveni aktivity kaspaz byl pfipraven
pracovni roztok smichanim pfilozeného substratu a pufru v poméru 1:100. Nasledné
bylo 100 pl takto pfipraveného pracovniho roztoku pfidano k HK-2 bufikam nasazenym
v 96jamkové mikrotitraéni desticce v denzité 2,5.10* bunék/100 pl/jamku.
Fluorescence byla méfena 18 hod kineticky s vyuZitim spektrofluorimetru Tecan
Infinite M200 pfi 37 °C (Aexem = 499/521 nm). Aktivita kaspaz 3 a 7 byla nasledné

vyjadfena v procentech vztazenych ke kontrolnim bufikam (kontrolni buriky = 100 %).

3.8.8 Western Blot analyza proteint

Western Blot analyza byla vyuzita pro detekci koncentrace proteinu
fosforylované JNK (pJNK) a NFkB. HK-2 buriky nasazené v 6jamkové mikrotitracni
desticce v mnozstvi 1,5.10° bunék/jamku byly promyty PBS pufrem a nasledné
lyzovany prostfednictvim RIPA lyzacniho pufru s inhibitory proteaz a fosfataz
(30 minut; 4 °C), poté nasledovala centrifugace (16.000g; 20 min; 4 °C) a odsati
supernatantu, ktery byl nanesen na SDS-PAGE. Proteiny byly pfeneseny na PVDF
membranu (Bio-Rad, USA). Po blotovani v TBST pufru (20 mM TRIS; 150 mM NacCl;
0,1% Tween-20; pH 7,5) obsahujicim 5 % hovéziho sérového albuminu byly
vzorky inkubovany s Anti-ACTIVE® JNK (anti-54 kDa JNK2; kralik; Promega, USA),
Anti-NFkB p65 monoklonalnimi protilatkami (mys; Invitrogen, USA) a také s Anti-3-
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aktinem (kralik; Sigma-Aldrich, USA) podle pokynu vyrobce. Membrana byla nasledné
inkubovana se sekundarnimi protilatkami konjugovanymi s kifenovou peroxidazou
(koza; Sigma-Aldrich, USA; koza anti-myS; Invitrogen, USA). Proteiny byly
vizualizovany prostfednictvim Clarity™ Western ECL substratu (Bio-Rad, USA)
a ChemiDoc™ MP systému (Bio-Rad, USA).

3.9 Statisticka analyza namérenych dat

Veskeré experimenty byly alespon ftrikrat nezavisle opakovany. VSechny
studované parametry byly méfeny minimalné v duplikatu, avSak vétSina parametru
byla méfena v tripletu az kvadrupletu. Pokusy tykajici se zhodnoceni stfednédobé
kultivace HK-2 bunék byly provadény kontinualné v prib&hu osmi mésict. Pokusy
tykajici se studia a charakterizace toxického pusobeni CdClz na buné&nou linii HK-2
probihaly v rozmezi dalSich osmi mésicu. Vysledky jsou vyjadifovany
jako primér + SD. Vysledky byly podrobeny statistické analyze, pfi zvolené hladiné
vyznamnosti p = 0,05. Vysledky testd WST-1 a MCB pro posouzeni vlivu bunééného
pasazovani na miru toxického pulsobeni vybranych latek byly analyzovany
dvourozmérnou analyzou rozptylu (dvourozmérna ANOVA; faktor A = Cislo pasaze;
faktor B = toxin) s naslednou Bonferroniho korekci (OriginPro 9.0.0, USA).
Pro statistickou analyzu vysledkl( ze studia toxického pusobeni CdClz byla pouzita
jednorozmérna analyza rozptylu (jednorozmérna ANOVA) s naslednym Bonferroniho
post-testem (OriginPro 9.0.0, USA).
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4 VYSLEDKY
4.1 Optimalizace kultivace HK-2 bunék

HK-2 bunky jsou bézné kultivovany zejména ve dvou typech kultivacnich médii,
a to v DMEM/F12 a keratinocytovém SFM, proto jsme se rozhodli otestovat,
které z nich je pro HK-2 kultivaci vhodnéjsi. HK-2 buriky byly v poctu 4.10° nasazeny
v 10 ml kultivaniho média do tfi kultivacnich nadob. VSechny nasazené bunky
pochazely z 8. pasaze a mély stejné kultivacni podminky. Rozdilné bylo pouze
kultivacni médium, jez bylo tfech typd: DMEM/F12 médium s 5 % FBS s pyruvatem,
DMEM/F12 s 5 % FBS bez pyruvatu a keratinocytové SFM (= Serum Free) médium.
Jak je zobrazku 13 patrné, tak rGst bunék po 24 hod od nasazeni se jevil byt
v jednotlivych typech kultivaénich médii pomérné odlisSny. Zatimco v keratinocytovém
SFM médiu doporu¢ovaném ATCC a v médiu DMEM/F12 bez pyruvatu mély buriky
spiSe protahly tvar, tak v médiu DMEM/F12 s pyruvatem byly HK-2 bunky spiSe
ovalnéjsi a lépe pfisedlé ke dnu kultivani nadoby. Zaroven byla v DMEM/F12 médiu
s pyruvatem bunécna cytoplasma diky vétSimu pfisednuti HK-2 bunék vice

rozprostfena a bunky tedy pusobily robustnéji.
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Obrazek 13: Optimalizace kultivaénich médii. HK-2 bufky (8. pasaz). A, DMEM/F12
s pyruvatem; B, DMEM/F12 bez pyruvatu; C, keratinocytové SFM (fazovy kontrast, 120x%).

Po tydenni kultivaci bylo provedeno pasazovani a na analyzatoru byl spocitan
celkovy pocet bunék v jedné kultivani nadobé. Ve vSech tfech typech kultivaéniho

média byl pocet vykultivovanych bunék podobny, tj. 2,3 + 0,2.10° bunék/75 cm?/10 ml
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meédia. Na zakladé rutinni kultivace lze tedy fici, Zze aC byl bunécny vzhled
v jednotlivych typech kultivaCnich médii zna¢né odliSny, nelze tvrdit, Ze by nékteré
z médii pusobilo vyznamné negativné na dobu populaéniho zdvojnasobent,
ktera Cinila 56 + 2 hod u vSech tfi kultivacnich meédii.

DalSim krokem bylo podrobnéjsi ovéfeni stavu bunék z pohledu jejich
morfologie. S vyuzitim fluorescencnich sond bylo u bunék u kazdého typu kultivaéniho
meédia obarveno jadro (Hoechst 33258), struktura a rozprostifeni aktinovych viaken

(faloidin-FITC) a mitochondrialni membranovy potencial (JC-1). Vysledky

fluorescenéniho znaceni jednotlivych bunéCnych organel jsou shrnuty na sadé
obrazku 14, 15 a 16.

2 Mo

Obrazek 14: Kultivace HK-2 bunék v DMEM/F12 médiu s pyruvatem (7.-10. pasaz).
A, fazovy kontrast, 200x%; B, Hoechst 33258 (modra) - bunécné jadro, 200x; C, faloidin-FITC
(zelend) - aktin, 200x%; D, JC-1 (Cervenal/zelend) - mitochondrie, 200x%.
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Obrazek 15: Kultivace HK-2 bunék v DMEM/F12 médiu bez pyruvatu (7.-10. pasaz).
A, fazovy kontrast, 200%; B, Hoechst 33258 (modra) - bunééné jadro, 200x%; C, faloidin-FITC
(zelend) - aktin, 200x%; D, JC-1 (Cervena/zelend) - mitochondrie, 200x%.
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Obrazek 16: Kultivace HK-2 bunék v keratinocytovém SFM médiu (7.-10. pasaz).
A, fazovy kontrast, 200%; B, Hoechst 33258 (modra) - bunééné jadro, 200x; C, faloidin-FITC
(zelend) - aktin, 200x%; D, JC-1 (Cervena/zelend) - mitochondrie, 200x%.

Z vysledkl mikroskopické analyzy je patrné, Ze rast bunék ve vSech tfech
typech kultivacnich médii je podobny. Na obrazcich 14A, 15A a 16A jsou opét znatelné
drobnéjsi rozdily ve tvaru kultivovanych kontrolnich bunék. Nalez tvarovych zmén byl
patrny zejména u bunék inkubovanych v keratinocytovém SFM mediu. Rozdilné
rozvinuti bunéfného cytoskeletu je patrné diky zviditelnéni aktinovych vldken
na obrazcich 14C, 15C a 16C. Modré konzistentni obarveni jader na obrazcich 14B,
15B a 16B nenasvédcuje tomu, ze by kultivaéni média pUsobila jakékoliv morfologické
zmeény na urovni bunécného jadra. Dalezitym parametrem byl také stav mitochondrii
zprostfedkovany detekci mitochondrialniho membranového potencialu (obr. 14D, 15D
a 16D). Cervené zbarveni patrné na obrazcich 14D, 15D a 16D vypovidalo

o fyziologickém stavu mitochondrii vSech kultivovanych bunék.
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Poslednim studovanym parametrem v ramci volby vhodného kultivacniho
média pro HK-2 buriky bylo testovani stability bunétné reakce pfi koinkubaci
s vybranymi modelovymi toxiny. Nefrotoxické pUsobeni toxind bylo po dobu 24 hod
detekovano v nejvétsi mife u 100 yM CdCl2 a 40 uM FCCP, kdy viabilita v obou
pripadech poklesla az téméf na nulovou hodnotu, a to pro vSechna studovana média
stejné (Graf 1). Pokles dehydrogenazové aktivity na hodnotu blizkou 30 % aktivity
kontrolnich bunék byl zaznamenan u 100 pM CisPt ve v8ech typech studovanych
meédii, a také u 10 mM koncentrace APAP v pfipadé keratinocytoveho SFM média.
U zbylych dvou kultivaénich médii byla hodnota bunécné viability u 10 mM APAP
blizka 60 % dehydrogenazové aktivity ve srovnani s kontrolnimi burikami. PFi inkubaci
HK-2 bunék s 50 pM t-BHP a s 1 mM APAP byly opét poklesy bunécné viability
u v8ech tfi studovanych kultivaCnich médii srovnatelné. Na zakladé provedeného
experimentu lze fici, ze odezva HK-2 bunék kultivovanych ve tfech rlznych typech
kultivaénich médii k poSkozeni danymi latkami byla stabilni a nebyla ovlivnéna typem

kultivacniho média. Primarni data jsou soucasti pfilohy 1.

120% === === = = === = m e e e
B DMEM/F12 s pyruvatem
100% 1 prrpy @8- f o o DMEM/F12 bez pyruvatu

E Keratinocytové SFM
80% + 1 [ t--B | F-------------- oo -

60% - [ --J - B -

20 + 38 B--B0 - b------------------=-2----

Dehydrogenazova aktivita [% kontrol]
o
N

0% -
Kontrola ~ APAP APAP cdcl,  FCCP CisPt t-BHP
[LmM]  [10mM] [100 pM] [40 uM]  [100 pM]  [50 pM]

Graf 1: Vliv typu média na dehydrogenazovou aktivitu bunék (WST-1 test). HK-2 buriky
byly v rozmezi 7.—10. pasaze kultivovany ve tfech typech kultivaénich médii (DMEM/F-12
s pyruvatem, DMEM/F12 bez pyruvatu a keratinocytové SFM). Inkubace s toxiny (24 hod):
acetaminofen (APAP); CdCl;; FCCP; cisplatina (CisPt); tert-butylhydroperoxid (t-BHP).
Priimér = SD (n = 6-8; 2 nezavislé experimenty). Primarni data - pfiloha 1.
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Analogické vysledky k vySe zminénym vysledkim bunécné viability poskytla
i metoda pro stanoveni koncentrace glutathionu (Graf 2). Primarni data jsou uvedena
v pfiloze 2. Hladina intracelularniho glutathionu byla ovlivnéna pisobenim modelovych
toxind nezavisle na zvoleném typu kultivacniho média. Pro kultivaci HK-2 bunék Ize
vyuzit vSechny tfi typy testovanych kultivaCnich meédii. NejvyhodnéjSim se na zakladé
provedenych experimentl vSak jevi byt médium DMEM/F12 s 5 % FBS a pyruvatem,

a proto bylo zvoleno jako kultivacni médium v dalSich experimentech.
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0% -

Kontrola APAP APAP CdcCl, FCCP CisPt t-BHP
[1 mM] [10 mM]  [100 uM]  [40 pM]  [100 uM]  [50 uM]

Graf 2: Vliv typu média na koncentraci glutathionu (MCB metoda). HK-2 bunky byly
vrozmezi 7.-10. pasaze kultivovany ve tfech typech kultivaénich médii (DMEM/F-12,
DMEM/F12 bez pyruvatu a keratinocytové SFM). Inkubace stoxiny (24 hod):
acetaminofen (APAP); CdCl,; FCCP; cisplatina (CisPt); tert-butylhydroperoxid (t-BHP).
Primér £ SD (n = 6-8; 2 nezavislé experimenty). Primarni data - pfiloha 2.

4.2 Stabilita HK-2 bunék v priibéhu pasazovani

V ramci ovéreni stability funk&niho stavu HK-2 bunék v pribéhu stfednédobého
pasazovani byly buriky kultivovany v rozmezi 3.—15. pasaze po dobu 13 tydnd v médiu
DMEM/F12 obohaceném o0 5 % FBS, pyruvat a dale o inzulin, transferin, seleniCitan

sodny, penicilin, streptomycin a epidermalni ristovy faktor.
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4.2.1 Analyza kratkych tandemovych repetic

Prvnim krokem pfed vlastnim testovanim funkcni stability HK-2 bunék bylo
potvrzeni jejich puvodu. K tomu byla vyuzita analyza kratkych tandemovych repetic
STR u 3., 8. a 15. pasaze bunék. Pro autentizaci bunécné linie bylo vyuzito sedmnact
vybranych autosomalnich polymorfismu. Z vysledku analyzy provedené firmou Generi
Biotech s.r.o. vyplyva, Ze shoda byla nalezena u vSech testovanych alel. Lze tedy fici,
Zze STR analyza prokazala 100% shodu nami kultivovanych bunék HK-2 s referencnim
standardem, a to ve vSech testovanych pasazich. Zaroven také potvrdila, ze u HK-2
bunék nedochazelo se zvysSujicim se Cislem pasaze k Zzadnému posunu v STR
sekvencich. Dle doporu€eni Mezinarodniho vyboru pro ovéfovani buné&cnych linii
(ICLAC) Ize povazovat linii za autentickou uz v okamZziku, kdy je mira jeji shody
s referenénim standardem vys3i nez 80 % (ICLAC, 2014), coz bylo v naSem pfipadé

jednoznacné spinéno.

4.2.2 ,,Doubling time* a stiredni velikost bunék
Ziskana data pro kultivani charakteristiky bunék HK-2 béhem pasazovani, jako
je pramérny €as populacniho zdvojnasobeni (DT) a pramérna bunécna velikost, jsou

shrnuta v tabulce 2.

Tabulka 2: Primérna velikost a ¢as populaéniho zdvojnasobeni HK-2 bunék vyjadiené jako
priméry pro 3.—15. pasaz (SD < 1 %).

Bunééna linie HK-2
Cislo pasaze Primérna velikost [um] Cas populacniho
zdvojnasobeni [hod]
3 18,0 57,0
4 18,4 51,4
5 18,4 52,2
6 18,4 61,7
7 18,2 51,1
8 18,3 60,3
9 18,1 53,6
10 18,5 56,2
11 18,6 54,5
12 18,2 51,6
13 18,2 50,2
14 17,7 47,3
15 17,4 51,2
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Primérné hodnoty velikosti zivych bunék HK-2 se nachazely v rozmezi 17,4
az 18,6 um. Stfedni hodnota velikosti HK-2 bunék vypoctena ze vSech pasazi byla
18,2 ym. Mezi prdmérnou hodnotou velikosti bunék a Cislem pasaze nebyl nalezen
zadny vyznamny vztah. Doba popula¢niho zdvojnasobeni byla vyjadiena jako pramér
¢asl populaéniho zdvojnasobeni v kazdé pasazi. Hodnoty DT se pohybovaly
v rozmezi 47,3 az 61,7 hod (Tabulka 2). Primérna hodnota DT napfi¢ pasazemi byla
53,7 hod a ani v pfipadé DT nebyl nalezen zadny vyznamny vztah ¢i zména vzhledem
k Cislu bunécné pasaze.

Kromé vysledk( DT a méreni stfedni velikosti bunék bylo pomoci mikroskopie
s fazovym kontrastem potvrzeno, ze HK-2 bufky maji v prabéhu pasazovani
podobnou morfologii a velikost. Toto je zaznamenano na obrazku 17, kde jsou
zachyceny HK-2 bunky ve 3., 7., 12. a 15. pasazi.

Obrazek 17: HK-2 bunky v prabéhu strednédobého pasazovani. Kultivace HK-2 bunék
v rozmezi 3.—15. pasaze (A, pasaz 3; B, pasaz 7; C, pasaz 12; D, pasaz 15; fazovy kontrast,
200x).
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4.2.3 Stabilita citlivosti HK-2 bunék k plsobeni toxinu

Pro zhodnoceni vlivu stfednédobé kultivace HK-2 bunék na uroven citlivosti vUci
toxickému pusobeni latek byl pouzit WST-1 test dehydrogenazové aktivity a metoda
MCB pro stanoveni intracelularni koncentrace glutathionu. Buriky byly inkubovany
s toxickymi slou€eninami v kazdé z 3.—15. pasaze vzdy po dobu 6 a 24 hod. Vysledky
méfeni dehydrogenazove aktivity a intracelularni koncentrace glutathionu v HK-2
burnikach byly vztazeny jak ke kontrolnim burikam (Grafy 3, 4, 5 a 6), tak byly i vyjadreny
v absolutnich hodnotach (PFilohy 4, 6, 8 a 10). V grafech 3, 4, 5 a 6 byly vyjadfeny
pouze vybrané pasaze (3, 6, 9, 12 a 15) u nich byla provedena vedle dvourozmérné
ANOVY i jednorozmérna ANOVA analyza pro posouzeni zmény bunécné odezvy
téchto pasazi v prabéhu puUsobeni vybranych toxind. Kompletni primarni data
pro rozmezi pasazi 3.—15. jsou uvedena v pfilohach 3, 5, 7 a 9, jako % kontrol
a v pfilohach 4, 6, 8 a 10 jako absolutni hodnoty.

WST-1 testem nebyl v ramci odpovidajicich pasazi (3.—15. pasaz) po 6 hod
inkubace s vétSinou toxinl zaznamenan zadny vyznamny rozdil dehydrogenazové
aktivity ve srovnani s kontrolnimi bunkami (Graf 3). Pouze u HK-2 bunék ovlivhénych
100 uM CdCl2 bylo nalezeno od 6. do 15. pasaze vyznamné snizeni bunécné viability
(Graf 3). U bunék inkubovanych s APAP, CisPt a 100 uM CdCl2 v§ak bylo ve srovnani
s kontrolnimi burfikami odpovidajiciho Cisla pasaze po 6 hod nalezeno sniZeni hladiny
glutathionu (Graf 4).
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Graf 3: Vliv pasazovani na toxicitu latek - WST-1 test (6 hod). HK-2 bunky byly v rozmezi
3.—15. pasaze kultivovany v DMEM/F12 médiu s toxiny: acetaminofen (APAP; 10 mM); cisplatina
(CisPt; 100 puM); tert-butylhydroperoxid (t-BHP; 50 uM); CdCl, (100 uM). Prdmér + SD (n = 8-12;
3 nezavislé experimenty). *, p < 0,05; *** p < 0,001 (vs. kontrola daného ¢asového intervalu).
Primarni data - pfiloha 3.
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Graf 4: Vliv pasazovani na toxicitu latek - stanoveni GSH (6 hod). HK-2 bunky byly v rozmezi
3.—15. pasaze kultivovany v DMEM/F12 médiu s toxiny: acetaminofen (APAP; 10 mM); cisplatina
(CisPt; 100 puM); tert-butylhydroperoxid (t-BHP; 50 uM); CdCl,; 100 uM). Primér + SD (n = 8-12;
3 nezavislé experimenty). **, p <0,01; *** p < 0,001 (vs. kontrola daného Casového intervalu).
Primarni data - pfiloha 5.
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Pro vyhodnoceni vlivu €isla pasaze na pozorovanou miru toxického plsobeni
po 6 hod inkubace byla vyuzita dvourozmérna ANOVA, pfic¢emz faktor A pfedstavoval
typ toxinu a faktor B Cislo pasaze. Na zakladé statistického vyhodnoceni bylo zjiSténo,
ze citlivost bunécné linie HK-2 k pusobeni modelovych toxind u provedenych
biochemickych testl nebyla napfi€ pasazemi totozna, a tedy Cislo pasaze meélo
jiz po 6 hod inkubace signifikantni vliv na miru toxického posSkozeni bunék, a to u testu
WST-1 (p < 0,001) i stanoveni glutathionu (p < 0,001).

VyznamnéjSi projevy toxickych ucinkl pouZzitych slou€enin byly zaznamenany
po 24 hod inkubace. Pomoci WST-1 testu jsme detekovali vyznamné snizeni
dehydrogenazové aktivity HK-2 bunék inkubovanych se 100 uM CisPt a 100 uM CdCl2
(Grafy 5). K poSkozeni bunék doSlo i v pfipadé APAP. Nejsilngjsi toxické pusobeni
z hlediska deplece glutathionu bylo zaznamenano po 24 hod inkubace se 100 yM
CisPt, 100 uM CdClz a APAP (Grafy 6). Po inkubaci HK-2 bunék s 50 uM t-BHP nebylo
nalezeno zadné bunécné poskozeni. Na zakladé ziskanych vysledkl Ize také Fici,
Ze projevy toxicity byly patrnéjSi na zménach hladin GSH neZz na zménach
dehydrogenazové aktivity. Po zavéreCném statistickém zhodnoceni zaméfeném
na hledani vlivu Ccisla pasaze na pozorovanou uroven toxicity prostrednictvim
dvourozmérné ANOVY byl opét nalezen statisticky vyznamny efekt jak u stanoveni
glutathionu MCB (p < 0,001), tak u testu WST-1 (p < 0,001).

V ramci analyzy absolutnich hodnot ziskanych dat (pfiloha 4, 6, 8 a 10) byly
navic porovnany hladiny glutathionové a dehydrogenazové aktivity napfi¢ pasazemi
u kontrolnich HK-2 bunék. Zejména po 6 hod inkubace byly nalezeny vykyvy
v pozdéjSich pasazich (14. a 15. pasaz) ve srovnani s ostatnimi pasazemi. Na zakladé
naméfenych vysledkd jsme dospéli kzavéru, Ze hladiny glutathionu
a dehydrogenazova aktivita u HK-2 bunék se vrozmezi od 3.-15. pasaze méni
a u vyssich testovanych pasazi prestavaji mit HK-2 buriky stabilni odezvu na pusobeni

studovanych toxina (pfiloha 4, 6, 8 a 10).
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Graf 5: Vliv pasazovani na toxicitu latek - WST-1 test (24 hod). HK-2 buriky byly v rozmezi 3.—
15. pasaze kultivovany v DMEM/F12 médiu s toxiny: acetaminofen (APAP; 10 mM); cisplatina
(CisPt; 100 pM); tert-butylhydroperoxid (t-BHP; 50 yM); CdCl, (100 uM). Primér + SD (n = 8-12;
3 nezavislé experimenty). **, p < 0,01; ***, p < 0,001. Primarni data - pfiloha 7.
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Graf 6: Vliv pasazovani na toxicitu latek - stanoveni GSH (24 hod). HK-2 buriky byly v rozmezi
3.—15. pasaze kultivovany v DMEM/F12 médiu s toxiny: acetaminofen (APAP; 10 mM); cisplatina
(CisPt; 100 puM); tert-butylhydroperoxid (t-BHP; 50 uM); CdCl; 100 uM). Primér £ SD (n = 8-12;
3 nezavislé experimenty). *** p < 0,001. Primarni data - pfiloha 9.
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4.3 Studium nefrotoxicity CdClz in vitro
4.3.1 Toxicita CdCl. — dehydrogenazova aktivita

Na zakladé vysledkl studie (Hauschke et al., 2017) a vysledk( experiment(
souvisejicich s testovanim stability HK-2 bunék byla dalSi ¢ast prace zamérena
na charakterizaci toxického uc€inku CdCl2 u HK-2 bunék. Aktivita intracelularnich
dehydrogenaz byla nejprve testovana pro SirSi rozsah koncentraci CdClz (0,1 uM-1
mM) pfi dobach inkubace HK-2 bunék s CdCl2 6 a 24 hod. Po 6 hod byla u bunék
inkubovanych s 200 a 1000 yM CdCl2 zaznamenana statisticky vyznamna redukce
dehydrogenazové aktivity na 80 + 8% (p < 0,001) a 19 + 2% (p < 0,001), ve srovnani
s kontrolnimi burikami (= 100 %) (Handl et al., 2019). Oproti tomuto nalezu bylo
prekvapivé nalezeno statisticky vyznamné zvySeni bunécCné viability u bunék
inkubovanych s 25 uM (124 £ 8%; p < 0,001), 50 uM (169 + 7%; p < 0,001) a 100 uM
CdCl2 (152 £ 9%; p < 0,001) ve srovnani s kontrolnimi burikami (Graf 7).

180% = = = = m = m e e e kel
) *kx
2 160% f-=-----mmmmmmmmmmmmmooooooooo- e T T
c
_8 140% 4+ -=-=====—=——="="=—===—=—=——=———-—-—-- Rl == -
S,
© 120% 4+ -=-======—=—=—=—=—=—=—"——"——————-—--- --- —== e -
=
>
= 100% + -t ---=-F——-- *kk oo - - S e e m
% **x%*
(O R R R R - — - J— _————t e - - -
g 80%
R
@ 60% - - - - - -—— ---I----=----
c
[}]
8’ 40% - - - - - -—— ---I----=----
_E *kk
E’ 20% - - - - - -—— -—— -—— --
g B

0% L] L] L] L] L] L] L] L]
Kontrola 0,5 1 10 25 50 100 200 1000

CdCl, [uM]

Graf 7: Vliv CdCl; na dehydrogenazovou aktivitu (6 hod; WST-1 test). HK-2 buriky byly
vrozmezi 4.-11. pasaze kultivovany v DMEM/F12 médiu. Inkubace s CdCl, 0-1000 pyM
(6 hod). Primér £ SD (n = 6-10; 3 nezavislé experimenty; *** p < 0,001). Primarni data -
pfiloha 11.
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Po 24 hod doslo k statisticky vyznamnému poklesu Zivotaschopnosti bunék
ovlivnénych 100, 200, a 1000 uM CdCl2 (p < 0,001; Graf 8). Zivotaschopnost bunék
HK-2 inkubovanych s 25 uM a 50 yM CdCl2 byla naopak signifikantné zvySena
(p <0,001) ve srovnani s kontrolnimi burikami. Na zakladé téchto vysledkd bylo
prekvapivé prokazano, Zze za danych podminek HK-2 buriky vykazuji narust
intracelularni dehydrogenazové aktivity po ovlivnéni CdClz na rozdil od o¢ekavaného

snizeni intracelularni dehydrogenazové aktivity (Handl et al., 2019).
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Graf 8: Vliv CdCl, na dehydrogenazovou aktivitu (24 hod; WST-1 test). HK-2 bunky byly
v rozmezi 4.-11. pasaze kultivovany v DMEM/F12 médiu. Inkubace s CdCl, 0-1000 pM
(24 hod). Primér £ SD (n = 6-10; 3 nezavislé experimenty; ***, p < 0,001). Primarni data -
priloha 12.

Pro dalSi testovani a charakterizaci zmén dehydrogenazové aktivity HK-2
bunék byly testovany koncentrace 5, 25, 100 a 200 uM CdClIz po inkubaci 2-48 hod.
Nejprve byla znovu testovana intracelularni dehydrogenazova aktivita s vyuzitim WST-
1 testu (Tabulka 3). S vyjimkou 5 uM CdCl2 bylo nalezeno statisticky vyznamné zvysSeni
intracelularni dehydrogenazové aktivity u vSech testovanych koncentraci CdCl:
nepfimo umérné dobé inkubace. V pfipadé bunék ovlivnénych 200 uM CdCl2 bylo

zvyseni intracelularni dehydrogenazoveé aktivity detekovano jiz a pouze 2 hod
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od pocatku inkubace s CdClz. VSechny delSi Casové intervaly inkubace HK-2 bunék
s 200 pyM CdCl2 zpusobily snizeni dehydrogenazové aktivity bunék. U bunék
ovlivnénych 100 uM CdCl2 bylo signifikantni zvySeni intracelularni dehydrogenazove
aktivity nalezeno po 2, 6 a 10 hod od ovlivnéni bunék. Statisticky vyznamné snizeni
dehydrogenazové aktivity pak bylo nalezeno u bunék inkubovanych se 100 uM CdCl2
po dobu 24 hod. Bunky inkubované s 25 yM CdCl: také vykazovaly znamky zvySené
dehydrogenazové aktivity, avSak v pozdéjSich ¢asovych intervalech az po 6, 10 a 24
hod inkubace s CdClIz (Handl et al., 2019).

Tabulka 3: Dehydrogenazova aktivita HK-2 bunék (WST-1 test; 2-48 hod inkubace
s 0-200 pM CdCl,). Seda poli¢ka indikuji nalez zvySené dehydrogenazové aktivity. Vysledky

jsou vyjadfeny jako primér + SD (kontrola = 100 %; n = 6-10; 3 nezavislé experimenty).
* p <0,05; ** p < 0,001 (vs. kontrola daného ¢asového intervalu).

. CdClz [uM]

Cas
(hod)

0 5 25 100 200

2 100+7 % | 79 +7 Op *** 9% +7 % 138+10% *** | 114 +4 % *
6 100+6% |[80+9% *** | 124 + 8 % *** 152 £ 9 % *** | 80 + 8 9% ***
10 100+ 5% 101 +5% 139 + 6 % *** 173 £ 7 % *** | 80 + 5 9 ***
24 100+9 % 92+6 % 128 + 18 9% *** 36 +8 9% *** |11+ 5 0p ***
48 100 + 10 % 102 +4 % 101+3 % 2+ 0 9 *** 0 % ***

4.3.2 Toxicita CdCl2 — koncentrace glutathionu a produkce ROS

se zménami oxida¢niho metabolismu bunék, proto byla studovana hladina GSH
a produkce ROS. Znaméfenych vysledkd uvedenych vtabulce 3 je patrné,
Ze produkce ROS souvisi s nalezy zvySeni aktivity dehydrogenaz. Vyznamné zvyseni
produkce ROS bylo nalezeno v burikach inkubovanych 2 a 6 hod s 200 uM CdCl-.

Po 6 a 24 hod byla zvySena produkce ROS zaznamenana také u bunék ovlivnénych
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25 a 100 uyM CdCl2 (Tabulka 4). Z pohledu intracelularni hladiny GSH byl detekovan
signifikantni pokles u bunék ovlivnénych 200 uM CdClz v ramci vSech testovanych
¢asovych intervalt inkubace HK-2 bunék s CdCl.. Podobné vysledky byly nalezeny
i ubunék ovlivnénych 100 pM CdClz2. Jedinym rozdilem bylo, Ze snizeni
intracelularniho GSH nebylo po 2 hod inkubace bunék s CdCl: tak velké, aby byl rozdil
vuci kontrolnim bunkam statisticky vyznamny. U HK-2 bunék ovlivnénych 5 a 25 yM
CdCl2 nebyly nalezeny signifikantni zmény hladiny GSH ani v jednom z testovanych
¢asu inkubace s CdClz (Handl et al., 2019).

Tabulka 4: Oxida¢ni metabolismus HK-2 bunék (stanoveni ROS a GSH; 2-24 hod
inkubace s 0-200 pM CdCl;). Hladiny ROS byly hodnoceny pomoci chloromethyl-2',7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetatové sondy. Hladiny GSH byly méfeny prostfednictvim
metody MCB. Vysledky jsou vyjadieny jako primér £ SD (kontrola = 100 %; n = 6-10).
* p <0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001 (vs. kontrola daného ¢asového intervalu).

(:]::j) CdCl2 [uM] ROS GSH
0 100 £ 13 % 100 5 %
5 60 £ 6 % = 1024 %
2 25 57 £ 9 9 = 99+ 3 %
100 49 + 12 9 = 93+ 1%
200 148 £ 13 % ** 87 + 4 9 =
0 100 = 14 % 100 =4 %
5 90+ 9 % 97 + 4 %
6 25 69 + 5 % = 97 + 3 %
100 189 + 14 % ** 79 3 9 =
200 311 + 21 0 = 59 + 3 9 ***
0 N/A 100 £ 4 %
5 N/A 99 + 3 %
10 25 N/A 105+ 2 %
100 N/A 59 + 3 9 =
200 N/A 39 2 9 =
0 100 = 14 % 7003 %
5 86 + 5 % 102+ 4 %
o4 25 204 + 23 % 102+ 4 %
100 78+ 12 % 71 9 =
200 88 + 15 % 5+ 10 =
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Kontrola

25 uM CdCl;

100 uM CdCl:

4.3.3 Toxicita CdCl> — mikroskopie

Pro posouzeni morfologickych zmén HK-2 bunék ovlivhénych 0-100 uM CdClz
byly vyuzity fluorescen¢ni sondy. Doba inkubace HK-2 bunék s CdCl2 byla 6 a 24 hod.
U bunék byl studovan stav kondenzace jaderného chromatinu (Hoechst 33258)
a struktura a rozprostreni aktinovych vlaken (faloidin-FITC). Vysledky fluorescenéniho
znacCeni bunécnych organel jsou shrnuty na obrazcich 18 a 19. Jiz po 6hodinové
inkubaci HK-2 bunék se 100 yM CdClz jsou patrné zmény tvaru bunék pomoci
a jejich tvar je spise kulovity. V jesté vétSi mife jsou tyto zmény pozorovatelné po 24
hod inkubaci HK-2 bunék se 100 uM CdClz. Koncentrace CdCl2 25 yM na HK-2 buriky
nepusobila v tak velké mife, jako 100 yM CdClz. Pfesto po 24 hod Ize i u téchto bunék

pozorovat morfologické zmény v souvislosti s plisobenim CdCl-.

Fazovy kontrast Hoechst 33258 Faloidin-FITC

100 pm,
A

100 pm,

> & p—

Obrazek 18: HK-2 bunky inkubované s CdCl; (25, 100 a 200 uM); 6 hod (6. pasaz). Fazovy
kontrast, 200x; Hoechst 33258 (modra) - bunécné jadro, 200x; faloidin-FITC (zelena) - aktin, 200x%.
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25 uM CdCl2 Kontrola

100 uM CdCl,

Fazovy kontrast Hoechst 33258 Faloidin-FITC
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Obrazek 19: HK-2 burnky inkubované s CdCl, (25, 100 a 200 yM); 24 hod (6. pasaz).
Fazovy kontrast, 200x; Hoechst 33258 (modra) - bunééné jadro, 200x; faloidin-FITC (zelend)
- aktin, 200x.
4.3.4 Toxicita CdCl. — markery apoptozy

Zmény v bunélném jadfe vyjadfené hodnocenim kondenzace jaderné
DNA, méfenim aktivity kaspaz a hodnocenim aktivace p-JNK a NFkB, pfedstavovaly
dalsi studovanou oblast vramci zkoumani toxického pUsobeni kadmia.
Prostfednictvim intracelularni sondy Hoechst 33258 byl nalezen zvySeny
fluorescencni signal kondenzované DNA u bunék ovlivnénych 200 uM CdCl2 po 10
a 24 hod inkubace. Po 24 hod byla detekovana zvySena kondenzace jaderného
chromatinu i ubunék inkubovanych se 100 uM CdClz. DalSi vyznamné nalezy
z pohledu zvySené kondenzace jaderného chromatinu jiz zaznamenany nebyly.
Aktivita efektorovych kaspaz byla sledovana ve tfech Casovych intervalech doby

inkubace HK-2 bunék se tfemi vybranymi koncentracemi CdCl2 (5, 25a 100 uM).
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Jako pozitivni kontrola byla vyuzita 100 uyM cisplatina. Pravé u CisPt doslo
k nejvy§8imu zvyseni aktivity efektorovych kaspaz 3 a 7, atopo 6 hod o 150 %
(Graf 9).
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Graf 9: Aktivita kaspaz 3 a 7 u HK-2 bunék inkubovanych s CdCl; po 2, 6 a 24 hod. Aktivita
kaspaz 3 a 7 byla méfena u HK-2 bunék po inkubaci s 5-100 yM CdCl; a 100 pyM CisPt.
Priimér + SD (n = 3). Primarni data - pfiloha 13.

JNK aktivace byla detekovana prostifednictvim Western blot. ZvySené hladiny
proteinu p-JNK byly detekovany po 2, 6 a 10 hod u bunék ovlivnhénych 100 a 200 uM
CdCl2. Po 24 hod byla aktivace p-JNK detekovana u vSech testovanych koncentraci
CdCl: s vyjimkou bunék vystavenych u€inku 200 uM CdCl2 (Obr. 20). Kromé sledovani
aktivace p-JNK bylo testovani zaméreno i na detekci aktivace NFkB. Zjisténé vysledky
vSak neprokazaly zadné signifikantni zmény tykajici se aktivace NFkB u HK-2 bunék

ovlivnénych CdClz.
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Obrazek 20: Proteinova exprese p-JNK a NFkB u HK-2 bunék inkubovanych s 0-200 uM
CdCl2(2-24 hod).
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5 DISKUSE

Jednim z nejc¢astéjSich cilu z pohledu toxického puUsobeni latek jsou ledviny.
Studium nefrotoxicity je z hlediska testovani in vitro kliCovym tématem i pro tuto
disertaCni praci. Imortalizované lidské proximalni tubularni bunky HK-2 predstavuji
diky svym vlastnostem vhodny bunéény model pro testovani nefrotoxického pisobeni
latek a také pro studium mechanismid spojenych s po$kozenim ledvin. Jednim
z hlavnich davodu, pro€ jsou HK-2 burky jako in vitro model s oblibou vyuzivany, je to,
Ze si zachovavaji funkéni vlastnosti plvodni tkané, ze které byly izolovany (Gunness
et al.,, 2010). Pravé pouziti HK-2 bunék se od roku 1994, kdy byly poprvé popsany
ve studii Ryan et al. 1994, zna¢né rozsifilo. Lze je vyuzit pro vyzkum zaméreny
na celou fadu oblasti. Mezi nejfrekventované;jsi z nich patfi studium bunécné smrti (Ge
et al.,, 2017; Yang et al., 2019b), obecné cytotoxicity (Peng et al., 2018; Qiu et al.,
2018), toxicity I&Civ (Gunness et al., 2010), nanomaterialt (Pujalté et al., 2011) a také
nefrotoxicity téZkych kovu (Handl et al., 2019; Shrestha et al., 2017; Wilmes et al.,
2011). Mimo to jsou HK-2 bunky vyuzivany i v souvislosti se studiem rozsahlejSich
poruch, jako jsou nefropatické zmény doprovazejici diabetes mellitus (Bernardo-
Bermejo et al., 2019; Wang et al., 2019) ¢&i pfi vyzkumech zaméfenych na komplexni
onemocnéni ledvin (Zhao et al., 2019). Tyto vySe zminéné pfiklady spole¢né poukazuji
na to, Zze vyznam HK-2 bunék ve srovnani s jinymi ledvinnymi bunénymi liniemi
postupné narusta.

Fenotyp proximalnich tubularnich bunék je dle pivodni studie Ryan et al. 1994,
v HK-2 burikach zachovan, existuji vSak i studie, které s timto tvrzenim nesouhlasi.
Jednim takovym pfikladem je studie Huang et al. 2015 srovnavajici HK-2 bunky
s primarnimi ledvinnymi burfikami HRPTEC. Tato studie ve svych zavérech poskytla
dikaz, ze HRPTEC bunky produkuji ve srovnani s HK-2 burikami relevantné&jsi hladiny
molekul KIM-1 a NGAL (Huang et al., 2015). Ackoliv byla tvrzeni tohoto ¢lanku
napfiklad studii Hauschke et al. 2017 spiSe vyvracena, pretrvavaji jisté obavy tykajici
se funkéni kapacity HK-2 bunék pro testovani nefrotoxickych uc€inku latek. DalSi studii,
jejiz zavéry jsou pro HK-2 bunky spiSe negativni, je studie Jenkinson et al. 2012.
Z vysledkd v této studii publikovanych vyplyva, ze HK-2 buriky maji ve srovnani
s primarnimi  lidskymi  ledvinnymi  bunkami snizenou expresi nékterych

membranovych transportért (Jenkinson et al., 2012). Navzdory vSem nalezenym
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omezenim je vSak na HK-2 bunécCnou linii stale pohlizeno jako na stabilni
imortalizovanou bunécnou linii, aniz by jeji stabilita byla dale ovéfovana. Prestoze uziti
bunécné linie HK-2 jako modelu pro testovani nefrotoxicity je pomérné Casté, je
prekvapivé, ze zatim nebyl vySe zminény predpoklad stability HK-2 bunék
dostateCné ovéren.

V literatufe dosud nebylo jednoznacéné definovano ani to, zda jsou HK-2 buriky
citlivé na zmény kultivaénich podminek. Z tohoto ddvodu bylo v ramci naSich cila velice
dulezité zvolit, oveéfit a striktné dodrZzovat podminky jejich kultivace, aby nedo$lo
ke zméné jejich puvodnich vlastnosti, které jakozto imortalizované epitelialni
proximalni tubularni buriky pfirozené maji. Zakladnim predpokladem pro dlouhodobé
udrzeni stability jakékoliv bunécné linie jsou vhodné kultivaCni podminky. Parametry
tykajici se teploty uchovavani, optimalniho mnozstvi COz2, &i kultivacnich povrchu
se u jednotlivych typu bunécénych linii pFilis neméni. Existuji vSak i takové kultivacni
parametry, které se dle konkrétniho vybraného bunééného typu vyznamneé lisi. Jednim
z takovych parametri a zaroven jednim ze zakladnich predpokladl pro udrzeni
stabilni netransformované bunécéné linie se stabilnimi fenotypovymi projevy je volba
kultivaéniho média. | v pfipadé naseho testovani stability bunécné linie HK-2 bylo
v prvni fadé nutné zvolit optimalni kultivaéni médium, které by HK-2 burikdm svym
sloZzenim vyhovovalo a neovliviiovalo negativné jejich funkéni a morfologické
charakteristiky.

Keratinocytové SFM médium pro kultivaci bunécné linie HK-2 bylo
mezi testovanymi zvoleno dle doporuceni ATCC (American Type Culture Collection).
Dle vyrobce (Gibco, Thermo Fisher Scientific s.r.o., USA) je keratinocytové SFM
médium optimalizovano zejména pro rust lidskych keratinocytd, Ize ho vSak vyuzit
i pro kultivaci dalSich typu epitelialnich bunék, a to bez nutnosti vyuziti ,feeder layer*,
tedy podpurné vrstvy bunék (Gibco, 2014). Pro kultivaci HK-2 bunék je doporu¢ovano
obohatit vychozi kultivacni keratinocytové SFM médium o BPE a EGF. V této podobé
bylo keratinocytové SFM médium vyuZzito i v nékolika publikacich (Handa, 2001; Sohn
et al., 2013). V rdmci naSeho optimalizacniho kroku bylo jako alternativni zakladové
médium zvoleno DMEM/F-12 s/bez fenolové ¢ervené. Jeho vyuziti pro kultivaci HK-2
bunék je pomérné rozsifené (Arbillaga et al., 2006; Du et al., 2010; Gao et al., 2013,
Huang et al., 2015; Jenkinson et al., 2012) a v souvislosti s HK-2 bufikami pfevysuje

Cetnost vyuziti keratinocytového SFM média. Na zakladé nami prostudovanych
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publikaci Ize fici, Ze pomér vyuziti SFM vs. DMEM/F12 je asi 1:5. DMEM/F12 bylo
v naSem pfipadé navic obohaceno o vybrané suplementy. Jednim z nich byl i pyruvat,
ktery slouzil jako jedna z zivin pro kultivované HK-2 bunky. Jeho prospésnost
pro jakékoliv kultivované bunécné linie je vSak pfedmétem diskusi (Babich et al.,
2009). Ztohoto duvodu bylo jako dalSi porovnavané médium vramci nasich
experimentl zvoleno DMEM/F-12 bez pyruvatu, jehoz pfitomnost v médiu byla
jedinym rozdilnym parametrem oproti jiZ zminénému DMEM/F12 médiu. V souvislosti
s kultivaci HK-2 bunék bylo v literatufe sporadicky zminéno také médium RPMI (Ge et
al., 2017), to v8ak mezi nami porovnavana média zafazeno nebylo. Z celkovych
vysledkd naseho sledovani morfologickych zmén bylo patrné, Ze vSechna testovana
kultivacni média jsou vyuzitelna pro kultivaci HK-2 bunék. Vzhledem k nasim zavérim
hodnoceni bunééné morfologie vSak bylo jako nejvhodnéjsi kultivacni médium zvoleno
DMEM/F12 dopinéné o suplementy véetné pyruvatu. Zvolené DMEM/F12 s pyruvatem
je v souladu s vétSinou publikovanych praci, které pro in vitro testovani bunécnou linii
HK-2 vyuzivaji (Arbillaga et al., 2006; Du et al., 2010; Gao et al., 2013; Han et al.,
2020; Hu et al., 2020; Huang et al., 2015; Jenkinson et al., 2012).

Zameéfime-li se na problematiku zmén stability bunéénych linii pfi zakladni
bunécéné kultivaci, zjistime, Ze existuje jen malo studii charakterizujicich tyto zmény.
Jejich vysledky a zavéry jsou navic do znaéné miry nepfesvédCivé (Sambuy et al.,
2005; Wenger et al., 2004; Yu et al., 1997). Pfevazna vétSina téchto studii je zaméfena
na hledani buné€nych zmén v souvislosti s nadorovymi nebo primarnimi buné&nymi
liniemi, nikoliv v8ak v souvislosti s transfekovanymi, nebo jinak imortalizovanymi
liniemi. Velmi dulezité z pohledu spravné interpretace vysledkl studii provadénych
na bunécnych liniich se jevi byt sledovani vlivu pasazovani na konkrétni vysledky
studii (Ben-David et al., 2018). V souCasné dobé je patrné, ze tyto informace o vlivu
bunécné pasaze na konkrétni vysledky chybi, stejné tak jako informace o dlouhodobé
stabilité buné&nych linii. Dle poslednich informaci databaze PubMed je v sou€asné
dobé pravidelné ro¢né publikovano okolo dvou set studii, které pouzivaji HK-2 burky
pro testovani in vitro a tento trend se v Case zvySuje. Cela fada autor( vSak, i v nové
publikovanych védeckych pracich, opomiji uvadét rozmezi pasazi HK-2 bunék,
které ve svych studiich vyuzili (Amaral et al., 2017; Campos et al., 2018; Lee et al.,
2019a; Medina-Navarro et al., 2019; Nho et al., 2018; Song et al., 2018; Yang et al.,

2019b; Yeh et al., 2019). Vétsina z autoru, ktefi Cislo pasaze ve svych pracich uvedli,
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pracuje v rozmezi <5 pasazi (Devocelle et al., 2019; Gao et al., 2017; Handl et al.,
2019; Huang et al., 2017a; Lu et al., 2018), <20 pasazi (Devocelle et al., 2019; Han et
al., 2018; Huang et al., 2017b; Lee et al., 2019b; Lu et al., 2018; Vrbova et al., 2016;
Wang et al., 2006) nebo dokonce ve vétSim rozmezi (Chang and Singh, 2019). Z celé
fady publikovanych praci se pouze jedna okrajové zabyvala i moznym vlivem Cisla
pasaze na vysledky spojené s kultivaci HK-2 bunék (Lu et al., 2018).

Vzhledem k nedostatku informaci charakterizujicich pravdépodobné funkéni
zmény HK-2 bunék jsme se po vytipovani vhodného kultivatniho média zaméili
na kontinualni kultivaci HK-2 bunék po dobu tfi mésict a ovéreni funkéni stability.
Béhem této doby bylo studovano, zda u HK-2 bunék nedochazi ke zmé&nam jejich
vlastnosti, zda se neméni stabilita jejich odpovédi na pusobeni modelovych toxind,
a zda nedochazi ke zménam z pohledu bunééné morfologie. Toto bylo studovano
a porovnavano v rozmezi od 3. do 15. bunééné pasaze. Rozsah testovanych pasazi
byl zvolen v zavislosti na literatufe, dle které jsou pro testovani nefrotoxického
pusobeni latek na HK-2 burikach nejCastéji vyuzivany bunééné kultury nepfesahujici
stari 18. pasaze (Devocelle et al., 2019; Gao et al., 2017; Han et al., 2018; Huang et
al., 2017a; Huang et al., 2017b; Lee et al., 2019b; Lu et al., 2018; Vrbova et al., 2016).

Pro potvrzeni autentizace bunécné linie HK-2 a vylouCeni jeji kfizové
kontaminace byla provedena analyza STR, a to opakované ve 3., 8. a 15. pasazi.
Analyza STR potvrdila 100% shodu testovanych pasazi s referencni buné&cnou linii
HK-2. Dale byl pro ur&eni stability buné&né linie pouzit ,Doubling Time*, ktery vypovida
o stabilité proliferatniho potencialu (Kwist et al., 2015; Shay and Wright, 2000).
Z namérenych vysledku vyplyva, ze zvysujici se Cislo pasaze u bunécné linie HK-2
nema na DT vyznamny vliv, coZ podporuje pfedpokladanou stabilitu pouZzitych HK-2
bunék. Stanovena hodnota DT byla blizka 54 hod.

Vliv stfednédobé kultivace HK-2 bunék na citlivost vic&i pusobeni nefrotoxickych
slou€enin ve vSech zvolenych pasazich byl pro hodnoceni stability bunék HK-2 zcela
zasadni. K vyvolani toxicity jsme pouzili ¢tyfi vybrané latky liSici se mechanismy jejich
toxického plsobeni. Jako induktor oxidacniho stresu byl zvolen tert-butylhydroperoxid.
Dale byla testovana dvé I|éCiva, a to acetaminofen a cisplatina, a pro indukci
bunécného poskozeni tézkymi kovy byl zvolen CdCl.. Testované koncentrace
slou€enin byly vybrany dle pfedchozich toxikologickych studii tykajicich se CisPt
(Genc et al., 2014; Huang et al., 2015; Kim et al., 2014), kadmia (Fujiki et al., 2013;
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Kim et al., 2014), acetaminofenu (Wu et al., 2009) a t-BHP (Hauschke et al., 2017).
Po 6 a 24 hod inkubace HK-2 bunék s toxiny byla zji§téna vyznamna uroven toxicity
v bunkach HK-2 vystavenych ucinku APAP, CisPt a 100 uM CdCl2. Poskozeni bunék
vyjadiené sniZzenim bunécné viability a vyCerpanim glutathionu bylo plné srovnatelné
s vysledky u koncentraci toxind uvedenymi v jinych studiich s APAP (Ruan et al., 2019;
Zhang et al., 2007), CisPt (Oh et al., 2017; Yang et al., 2019a) a CdClz (Fujiki et al.,
2019; Ge et al., 2018; Chou et al., 2019; Kim et al., 2014). Nasledné vyhodnoceni
pomoci dvourozmérné analyzy rozptylu odhalilo, Ze citlivost bunék HK-2 se v prubé&hu
Casu s rostoucim Cislem pasaze zménila. Vysledky tedy prokazaly, ze bunécna linie
HK-2 nema zcela stabilni citlivost na pusobeni toxini béhem pasazovani trvajiciho
po dobu 13 tydnl. Na zakladé prezentovanych vysledk( jsme dospéli k zavéru,
ze u vysledkld experimentd ziskanych s vyuzitim pasazovani bunécné linie HK-2
by mél byt bran v ivahu pocet pasazi béhem experimenta.

HK-2 bunky byly dale vyuzity jako buné&ny model pro studium toxicity CdCla.
Kadmium jakozto jeden ze zastupcl tézkych kovl plsobi silné toxicky na organismus
(Tobwala et al.,, 2014). NejCastéjSim cilovym organem spojovanym s toxickym
pusobenim kadmia jsou ledviny (Komoike et al., 2011; Madden et al., 2002; Thévenod
and Friedmann, 1999). Zaroven bylo prokazano, ze je kadmium a je schopno
indukovat apoptotickou bunécnou smrt (Komoike et al., 2011; Mao et al., 2007,
Nakagawa et al., 2007; Shrestha et al., 2017). Toxicita kadmia je bézné testovana
jak na lidskych ledvinnych buné&nych liniich, (Fujiki et al., 2013; Kim et al., 2014;
Simon et al., 2014; Wilmes et al., 2011), tak na ledvinnych buné&nych liniich jinych
zivoCisnych druht. Prikladem zvifecich bunécnych modell jsou psi buniky MDCK,
praseCi LLC-PK1 nebo krysi HTC (Fotakis and Timbrell, 2006; Gennari et al., 2003;
Zimmerhackl et al., 1998).

V ramci této disertacni prace byly pro sledovani cytotoxického plsobeni CdCl2
pouzity pouze buriky HK-2. Ackoliv je toxicky ucinek CdClz na ledvinné buriky vedouci
k jejich smrti povazovan za dobfe znamy, tak v ramci provadénych experimentl byl
objeven pomérné zajimavy dosud nepopsany fenomén. Inkubace HK-2 bunék s CdCl2
totiz vedla k pfechodnému zvySeni dehydrogenazové aktivity bunék, resp. zvySeni
bunécéné viability. Podobny nalez byl zaznamenan i v praci Hauschke et al., 2017,
kde byl objev zvySeni viability HK-2 bunék po jejich inkubaci s CdCl2 pouze dil&im

vysledkem rozsahlého testovani. Tento fenomén vSak nebyl v dané praci nijak
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vysvétlen. Z tohoto dlvodu bylo na tyto dil¢i vysledky navazano s cilem pokusit
se ovéfit tento nalez a charakterizovat ucCinky CdClz detailngji. Zjisténé zvyseni
bunécné viability vzdy souviselo s davkou CdCl2 a dobou inkubace. Nalez kadmiem
indukovaného zvyseni viability bunék byl v souladu nejen s vysledky zminéné studie
Hauschke et al., 2017, ale zaroven s vysledky jinych autoru, ktefi své experimenty
provadéli jak na bunécné linii HK-2 (lwatsuki et al., 2011; Kondo et al., 2012),
tak na jinych lidskych buné&nych liniich (Bonham et al., 2003; Somiji et al., 2006), resp.
zvifecich bunécnych liniich (Fotakis and Timbrell, 2006; Riemschneider et al., 2015).
Zadna z téchto studii se v8ak zvySenim viability po inkubaci bunék s CdCl> pfimo
nezabyvala a nepfinasi ani jeho pfipadné vysvétleni.

V disledku nalezu fenoménu pfechodného zvysSeni viability byly podrobnéji
otestovany zmény dehydrogenazové aktivity HK-2 bunék po jejich inkubaci s CdClo.
Pro charakterizaci zmén viability HK-2 bunék inkubovanych s CdClIz po dobu 2—-24 hod
byly zvoleny koncentrace CdClz 5, 25, 100 a 200 pM. U vSech testovanych koncentraci
CdCl2 bylo ve vybranych intervalech pozorovano vyznamné zvyseni viability, resp.
dehydrogenazové aktivity bunék s vyjimkou 5 yM CdCl.. Ukazalo se, Ze zvySena
viabilita bunék souvisi s délkou inkubace i davkou CdClz, kdy, ¢im vys8i koncentraci
CdClz2 byly HK-2 buriky ovlivnény, tim kratSi doba inkubace stacila k tomu, aby byl
prechodny signifikantni narist dehydrogenazoveé aktivity zaznamenan. Nase vysledky
byly podpofeny nalezem zvySené viability HK-2 bunék ve studii Kondo et al.
2012, kde byl pro sledovani zmény dehydrogenazové aktivity HK-2 bunék ovlivnénych
1-50 pM koncentraci CdCl2 pouzit WST-8 test. Prakticky totozné vysledky byly
nalezeny i ve studii Iwatsuki et al. 2011, kde bylo signifikantni zvySeni viability pomoci
WST-8 testu zjisténo u HK-2 bunék ovlivnénych 20 uM CdClz po 4 hod inkubace.
BohuZel tyto dvé studie nepouzivaly koncentraci CdCl2 vy$Si nez 50 pyM. Ve studii
Bonham et al. 2003 byla s narustem intracelularni dehydrogenazové aktivity spojena
10 uM koncentrace CdClz. Zde vSak byla toxicita kadmia sledovana u zvifeci bunécné
linie MDCK (Bonham et al., 2003). Kromé 10 uM CdCl2z (24 a 48 hod) byl signifikantni
narUst viability méfené dehydrogenazovym testem pozorovan i u 5 yM CdClz, avSak
az po dlouhodobé inkubaci (48 a 72 hod). V neposledni fadé byla s detekci zvySené
dehydrogenazové aktivity spojena studie Riemschneider et al. 2015, ktera testovala
cytotoxické pusobeni CdCl2 na makrofagové bunécné linii RAW 264.7. Zde byl

podobné jako v nasem pfipadé vyuzit test dehydrogenazové aktivity WST-1
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(Riemschneider et al., 2015). Vzestup viability byl ve studii Riemschneider et al. 2015
nalezen u nizSich koncentraci (10 uM) CdCl2 po dlouho trvajici inkubaci (24 a 48 hod).
Tato data mohou byt podpofena i nami dosud nepublikovanymi daty, kdy na bunécné
linii Jurkat inkubované s CdClz byl pfechodny narust bunééné viability méfené pomoci
WST-1 testu detekovan take.

Pro mozné vysvétleni a nalezeni divodu zvySené viability u HK-2 bunék byla
vyuzita sada doplhujicich biochemickych testl. Protoze nalezené zvySeni
dehydrogenazové aktivity mohlo souviset se zménami v redoxnim metabolismu, byla
testovana produkce ROS, zmény hladin glutathionu a proteinova exprese p-JNK
a NFkB. Intracelularni produkce ROS a hladiny GSH slouzily jako markery oxidacniho
stresu. Z naméfenych vysledkd jasné vyplyva, Zze produkce ROS u HK-2 bunék
ovlivnénych CdCl2 znacné koreluje s vysledky nalezeného zvySeni viability, resp.
dehydrogenazové aktivity bunék mérenymi WST-1 testem. ZvySeni dehydrogenazové
aktivity je pfi nejkratSi testované inkubacéni dobé (tj. 2 hod) patrné nejen u 100 uM
CdClz, ale také u nejvyssi testované koncentrace 200 uM CdClz. Zaroven po 2 hod
inkubace s 200 uM CdCl2 byla zaznamenana zvySena produkce ROS. Narust
dehydrogenazoveé aktivity u 100 yM CdCl2 v&ase 2 hod tedy predchazel
signifikantnimu narlGstu produkce ROS, ktery byl patrny az po 6 hod. V delSich
¢asovych intervalech (10 a 24 hod) byl sledovan rast viability i u 25 yM koncentrace
CdClz, pficemz hladiny ROS i vtomto pfipadé zacinaly signifikantné rist pozdéji,
atov Case 24 hod. Opét tedy bylo nejprve zaznamenano signifikantni zvysSeni
dehydrogenazové aktivity a az poté zvySena produkce ROS.

DalSim zavérem z naméfenych vysledkl je nalez statisticky vyznamného
vyCerpani intracelularni hladiny GSH, ktery se objevil vzdy az po zvySeni produkce
ROS. Narlast dehydrogenazové aktivity, ktery predchazel snizeni hladiny
intracelularnino GSH, byl patrny pouze u dvou nejvy$Sich koncentraci CdCle.
Signifikantni pokles hladiny GSH nebyl nalezen u 25 pM CdCI2 ani po 24 hod inkubaci.
To by mohlo byt zplsobeno tim, Ze takto dlouhé pusobeni 25 yM CdCl2 neumoznilo
vyCerpani GSH.

V souvislosti s charakterizaci toxického pusobeni CdCl2 u HK-2 bunék byla
provedena western blot analyza, ktera slouzila pro zjisténi hladiny proteint p-JNK
a NFkB. Proteiny p-JNK a NFkB byly zvoleny na zakladé publikaci zabyvajicich
se problematikou toxicity kadmia (Chuang et al., 2000; Kamata et al., 2005; Levinthal
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and DeFranco, 2005). Zmény v expresi NFKB nebyly vibec prokazany. Naopak
zvySené hladiny proteinu p-JNK byly detekovany po 6 a 10 hod u 100 a 200 yM CdCl2
a po 24 hod byla detekovana aktivace p-JNK u vSech testovanych koncentraci CdClz,
s vyjimkou 200 yM CdClz, kde byly bunky jiz znacné poskozeny. Narust jaderné
kondenzace byl nalezen az v pozdéjSich Casovych intervalech a nesouvisel tak pfimo
s detekovanym zvySenim dehydrogenazoveé aktivity.

Z nami naméfenych vysledku vyplyva, Ze jasné prokazana indukce produkce
ROS zprostiedkovana pusobenim CdClz se shoduje s vysledky ostatnich studii (Wang
etal., 2019; Wilmes etal., 2011; Zahir et al., 1999). Toxicita kadmia je zprostifedkovana
celou fadou mechanismdu, avSak vétSina studii se pfiklani k tomu, Ze pravé indukce
oxidac¢niho stresu pfedstavuje zcela zasadni roli v ramci cytotoxického pusobeni
kadmia (Kim and Sharma, 2006; Thévenod and Friedmann, 1999; Tobwala et al.,
2014; Zahir et al., 1999). Ztohoto duvodu je pro toxicitu CdCl. dulezita
také antioxidacni obrana, na niz se zcela zasadné podili GSH (Zahir et al., 1999).
Dle studie Lopez et. al., 2006 je kadmium schopno vyznamné snizit intracelularni
hladiny GSH. To se shoduje s nasimi vysledky, kdy hladiny intracelularnihno GSH
v navaznosti na vzestup ROS signifikantné klesaly. Indukce ROS u lidskych renalnich
proximalnich tubularnich bunék doprovazena naslednou fosforylaci c-jun N-koncové
kinazy byla potvrzena ve studii Fongsupa et al., 2015 a odpovida i nasim vysledkim
(Fongsupa et al., 2015). Pravé p-JNK aktivovana prostfednictvim ROS dokaze
ovliviiovat mitochondrialni fyziologii, coz mize mit vliv na preziti & smrt bunék
(Chambers and LoGrasso, 2011).

Z nameérenych vysledk( vyplyva, Ze zvySeni dehydrogenazové aktivity
a nasledné zvysSeni produkce ROS u ovlivnénych bunék nasleduje napfi¢ testovanymi
koncentracemi. Kadmium tedy pravdépodobné muze ovliviiovat mitochondrialni
funkci, k cemuz se pfiklani i studie (Belyaeva et al., 2011), jez na krysich jaternich
mitochondriich poukazuje na to, ze tézké kovy dokazi indukovat permeabilizaci
mitochondrialni membrany. V dusledku poskozeni mitochondrii pak dochazi
k uvolnéni apoptotického indukéniho faktoru (AIF) zjejich mezimembranového
prostoru a k aktivaci na kaspazach nezavislé bunécné apoptdézy (Mao et al., 2007).
Kadmium zaroven indukuje expresi a aktivaci pro-apoptotickych proteini véetné
kaspaz (Huang et al., 2017h).
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Nizké koncentrace kadmia vS8ak mohou mit do jisté miry i mitogenni potencial
a mohou stimulovat buné&nou proliferaci. Tento pomérné zajimavy fenomén souvisi
stim, Zze kadmium interaguje s MAP kinazami (MAPKSs), jako je ERK ¢i p-JNK
zapojenych mimo jiné do buné&ného rastu, diferenciace a apoptozy (Filipi¢, 2012).
Vysledky naznacuji, ze CdClz v nizkych davkach pfechodné aktivuje JNK, zatimco
vysoké davky kadmia ji aktivuji trvale (Chuang et al., 2000). Tato aktivace JNK
je zprostfedkovana prostrednictvim inhibice MAP-kinazové fosfatazy prostrednictvim
vznikajicich ROS (Kamata et al., 2005). Jednotlivé izoformy JNK mohou pfenaset
odlisné signaly, které reguluji drahy indukujici ochranné mechanismy a buné¢nou smrt
(Chuang et al., 2000). Dle studie Levinthal a DeFranco, 2005 existuje souvislost mezi
oxidacni toxicitou a mitogeny aktivovanou ERK proteinkinazou. Ta je zapojena
do bunéc&né proliferace a pusobi protiapoptoticky (Chuang et al., 2000).

Klicem k vysvétleni, zvySené viability, resp. dehydrogenazové aktivity bunék
ovlivnénych CdClz by mohla byt indukce a pasobeni ROS. Pravé ROS jsou ve vysoké
mife v bufikach indukovany béhem cytotoxického ptsobeni CdClz (Wang et al., 2013;
Zahir et al., 1999) a dle nékterych teorii mize byt plsobeni oxida&niho stresu spojeno
se zménou zivotaschopnosti bunék, ktera muze vést i ke zvySeni bunécné viability
(Chen et al., 2006). Jina studie pak spojuje plsobeni jak endogenniho, tak exogenniho
oxida¢niho stresu s narustem mitochondrialni hmoty doprovazenym naridstem
mitochondrialni mtDNA (Lee et al., 2000). Pfesny mechanismus zvySeni bunécné

viability indukované CdCl2 vSak jesté vyZaduje dalSi studium.
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6 ZAVER

V ramci disertaCni prace byla pro moznosti charakterizace nefrotoxického
pusobeni latek in vitro zavedena a optimalizovana imortalizovana lidska proximalni
tubularni bunécna linie HK-2. V prvni fadé byly optimalizovany podminky pro kultivaci
HK-2 bunék, pfiCemz byla testovana doporucovana kultivacni média doplnéna
0 vybrané suplementy. Zaroven byla posuzovana a hodnocena stabilita této bunécné
linie, a to zejména z pohledu rustové a kultivacni stability.

Pfi studiu stability HK-2 bunék byly porovnavany hladiny glutathionu
a dehydrogenazova aktivita napfi¢ 3.-15. pasazi kontrolnich HK-2 bunék v ¢asovych
intervalech 6 a 24 hod. Zejména po 6 hod inkubace byly nalezeny vykyvy v pozdéjSich
pasazich (14. a 15. pasaz) ve srovnani s ostatnimi pasazemi. Na zakladé namérenych
vysledkl jsme dospéli k zavéru, ze hladiny glutathionu a dehydrogenazova aktivita
u HK-2 bunék se v rozmezi od 3.—15. pasaze méni a u vysSich testovanych pasazi
prestavaji mit HK-2 buriky stabilni odezvu na plsobeni studovanych toxinu.

V posledni Casti prace byly HK-2 bunky vyuzity pro charakterizaci toxického
pusobeni CdCl.. Nejprve bylo z pohledu bunééné viability testovano Sirsi rozmezi
koncentraci CdClI2 ve dvou ¢asovych intervalech. Nasledné byly vybrané koncentrace
CdCl2 testovany v S&irSim rozmezi C€asovych intervald pomoci bioanalytickych
a biochemickych metod. Kromé bunécné viability byly detekovany hladiny
intracelularnino GSH, byla sledovana produkce ROS a jako dopliujici byla studovana
fragmentace jaderné DNA a méfenim aktivity kaspaz. Na zakladé namérfenych
vysledkl bylo pfekvapivé prokazano, ze za danych podminek HK-2 buriky vykazuji
narust intracelularni dehydrogenazové aktivity po ovlivnéni CdClz na rozdil
od o¢ekavaného snizeni intracelularni dehydrogenazové aktivity. Zaroven byl nalezen
vztah mezi koncentraci GSH a produkci ROS, pfi¢emz zvySeni produkce ROS

predchazelo snizeni koncentrace GSH.
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8 PRILOHY

8.1 Originalni data k vysledkové €asti

Priloha 1: Vliv typu média na dehydrogenazovou aktivitu bunék (WST-1 test; Graf 1).
HK-2 bunky byly v rozmezi 7.—-10. pasaze kultivovany ve tfech typech kultivaénich médii.
Inkubace stoxiny (24 hod): acetaminofen (APAP); CdCly;; FCCP; cisplatina (CisPt);
tert-butylhydroperoxid (t-BHP). Primér £ SD (n = 6-8; 2 nezavislé experimenty).

Dehydrogenazova aktivita (% kontrol)
Toxiny DMEM/F12 s DMEM/F12 bez Keratinocytové
pyruvatem pyruvatu SFM
Kontrola 100+ 8 100+ 8 100+ 3
APAP [1 mM] 103 £13 84 +13 96 +5
APAP [10 mM] 673 69+3 40+ 2
CdCl2 [100 pM] 7+1 4+0 110
FCCP [40 pM] 3+1 4+2 8+0
CisPt [100 pM] 36+2 36+2 314
t-BHP [50 pM] 83+10 78 £ 14 9216

Priloha 2: Vliv typu média na koncentraci glutathionu (MCB metoda; Graf 2). HK-2 burky
byly v rozmezi 7.—10. pasaze kultivovany ve tfech typech kultivaénich médii. Inkubace s toxiny
(24 hod): acetaminofen (APAP); CdCl;; FCCP; cisplatina (CisPt); tert-butylhydroperoxid

(t-BHP). Pramér + SD (n = 6-8; 2 nezavislé experimenty).

Koncentrace glutathionu (% kontrol)
Toxiny DMEM/F12 s DMEM/F12 bez Keratinocytové
pyruvatem pyruvatu SFM
Kontrola 1008 100+ 6 100 = 11
APAP [1 mM] 94 +7 86 +8 8717
APAP [10 mM] 49+ 3 44 + 4 22+ 3
CdClI2[100 pM] 9+5 32 81
FCCP [40 uM] 4+3 116 712
CisPt [100 uM] 41 +2 305 29+5
t-BHP [50 pM] 96+ 8 100+ 7 94+5
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Pfiloha 3: Vliv pasazovani na toxicitu latek (6 hod; WST-1 test; Graf 3). HK-2 bunky byly
vrozmezi 3.-15. pasaze kultivovany stoxiny: acetaminofen (APAP; 10 mM);
cisplatina (CisPt; 100 pM); tert-butylhydroperoxid (t-BHP; 50 upM); CdCl> (100 pM).
Pramér £ SD (n = 8—12; 3 nezavislé experimenty).

Dehydrogenazova aktivita (% kontrol); 6 hod
Cislo pasaze TO.me

Kontrola APAP CisPt t-BHP CdCl2

[10 mM] [100 pM] [50 pM] [100 pM]

3 1005 9316 98+4 91+5 105+ 2
4 100+ 6 90+4 90+5 97+6 92+7
5 100+ 6 8814 100+ 3 91+6 100+ 11
6 1003 94 +5 93+3 1049 82+7
7 100+ 4 9%+ 4 101 +6 92+5 64 4
8 1005 9+5 1014 103+ 6 84+3
9 1005 91+2 90+6 91+3 69+ 15
10 100+ 6 100+ 11 9114 8816 65+ 1
11 100+ 4 94+7 93+4 104 + 10 6917
12 100+ 4 9315 92+6 94 +4 75+ 8
13 100+ 6 94 +11 94+5 95+3 8010
14 100+ 4 90+6 8914 96+ 3 71+ 15
15 1003 92+15 8312 94 +3 50 £ 11

Priloha 4: Vliv pasazovani na toxicitu latek (6 hod; WST-1 test) - absolutni data. HK-2
bufky byly vrozmezi 3.-15. pasaze kultivovany s toxiny: acetaminofen (APAP; 10 mM);
cisplatina (CisPt; 100 uM); tert-butylhydroperoxid (t-BHP; 50 upM); CdCl;; 100 uM).
Pramér £ SD (n = 8-12; 3 nezavislé experimenty).

Dehydrogenazova aktivita (absolutni hodnoty); 6 hod
Cislo pasaze TO_me
Kontrola APAP CisPt t-BHP CdCl2
[10 mM] [100 puM] [50 uM] [100 pM]
3 1,05+0,05 | 0,97 £0,05 | 1,03+ 0,05 | 0,96 + 0,06 | 1,08 £ 0,02
4 1,23+0,11 | 1,11+£0,09 | 1,11+ 0,08 | 1,20+ 0,05 | 1,14 £ 0,02
5 1,177 +0,11 | 1,02+£0,09 | 1,16+ 0,12 | 1,06 £+ 0,04 | 1,15+ 0,05
6 1,14+0,42 | 1,20+ 0,04 | 1,19+0,02 | 1,33+0,14 | 1,05+ 0,07
7 1,42+0,08 | 1,36 +0,13 | 1,41+0,09 | 1,31+£0,12 | 0,91 £ 0,05
8 1,18+0,11 | 1,17 +0,14 | 1,19+ 0,10 | 1,21 £ 0,06 | 0,98 + 0,09
9 1,39+0,13 | 1,26 +0,13 | 1,25+ 0,09 | 1,26 £ 0,10 | 0,94 + 0,12
10 1,14+ 0,07 | 1,26 £+ 0,23 | 1,03+ 0,03 | 0,99+ 0,04 | 0,73 £ 0,03
11 1,16 +0,05 | 1,09+0,09 | 1,08+£0,04 | 1,21+0,12 | 0,8 +0,08
12 1,197+0,11 | 1,09+0,13 | 1,08+ 0,15 | 1,10+ 0,13 | 0,87 + 0,04
13 1,11 +0,06 | 1,05+0,12 | 1,04 £ 0,05 | 1,06 +£ 0,03 | 0,89 + 0,10
14 0,93+0,08 | 0,83+0,11 | 0,83+0,09 | 0,89 +0,07 | 0,67 £0,19
15 1,13+0,26 | 0,99+0,32 | 1,03+£0,24 | 1,06 £ 0,27 | 0,59 + 0,02
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Pfiloha 5: Vliv pasazovani na toxicitu latek (6 hod; stanoveni GSH; Graf 4). HK-2 bunky
byly v rozmezi 3.-15. pasaze kultivovany v DMEM/F12 médiu s toxiny: acetaminofen (APAP;
10 mM); cisplatina (CisPt; 100 uM); tert-butylhydroperoxid (t-BHP; 50 uM); CdCl,; 100 uM).
Pramér £ SD (n = 8—12; 3 nezavislé experimenty).

Koncentrace glutathionu (% kontrol); 6 hod
Cislo pasaze TO.me

Kontrola APAP CisPt t-BHP CdCl2

[10 mM] [100 pM] [50 uM] [100 pM]

3 100+ 5 71+£10 87+6 1014 729
4 100+ 8 62 + 6 95+8 97 +11 68 +5
5 100+ 4 64 + 3 905 1014 779
6 100+ 6 66 +4 867 106 £ 7 787
7 100+ 6 60 + 7 868 93+11 725
8 100+ 7 69+9 96 + 10 101 +13 85+ 11
9 100+ 5 713 937 107 £ 6 76+ 6
10 100+ 7 60 + 21 87+ 10 102+ 4 70+ 13
11 100+ 4 67 +5 899 1016 737
12 100+ 6 69+6 85+4 104 £5 72+6
13 1005 65+ 5 82+ 14 101+8 787
14 100+ 4 65+ 6 77 £13 104 £ 7 70+ 11
15 1005 49+ 6 806 108 +7 65+8

Priloha 6: Vliv pasazovani na toxicitu latek (6 hod; stanoveni GSH) - absolutni data.
HK-2 bunky byly vrozmezi 3.-15. pasaze kultivovany v DMEM/F12 médiu s toxiny:
acetaminofen (APAP; 10 mM); cisplatina (CisPt; 100 pM); tert-butylhydroperoxid (t-BHP;
50 uM); CdCly; 100 uM). Priimér + SD (n = 8—12; 3 nezavislé experimenty).

Koncentrace glutathionu (absolutni hodnoty); 6 hod

X, - Toxiny
Cislo pasaze -
Kontrola APAP CisPt t-BHP CdCl2
[10 mM] [100 pM] [50 pM] [100 pM]
3 63,6 £3 4517 55,4 +4 64,5+ 3 46,0+ 6
4 7397 46,2+ 6 706 £7 71,327 50,3+3
5 83,2+6 532+5 7548 84,4+6 64,5+ 12
6 716+7 474 + 3 61,917 755+ 6 55,6 +3
7 79,2+5 47,7+ 6 68,1 £ 6 73,5+ 9 574+4
8 62,77 4339 60,0 £ 10 63,3+ 13 53,49
9 69,214 494 +3 649+7 74,4 £ 6 52,716
10 66,57 36,3+12 57,4 +4 67,314 454 + 6
11 72918 492 +5 66,0 £ 12 74118 541+9
12 67,9+4 46,6 + 4 575+3 70,8+ 3 490+4
13 716+5 46,7 £ 5 58,7+ 13 72019 555+7
14 556 £ 3 36,04 42,8+ 6 57,53 38,85
15 425+ 3 20,8 +2 34,0+3 459+ 3 279+4
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Pfiloha 7: Vliv pasazovani na toxicitu latek (24 hod; WST-1 test; Graf 5). HK-2 bunky byly
v rozmezi 3.—15. pasaze kultivovany s toxiny: acetaminofen (APAP; 10 mM); cisplatina (CisPt;
100 uM); tert-butylhydroperoxid (t-BHP; 50 uM); CdCl, (100 pM). Primér £ SD (n = 8-12;
3 nezavislé experimenty).

Dehydrogenazova aktivita (% kontrol); 24 hod
Cislo pasaze TO.me

Kontrola APAP CisPt t-BHP CdCl2

[10 mM] [100 pM] [50 pM] [100 pM]

3 100+ 6 90+8 42+5 87 + 11 205
4 100+ 6 85+8 54 +2 86+3 16 £ 2
5 100+ 6 808 48 + 1 93+5 19+6
6 100+ 4 80+11 44 +5 8816 26 £ 17
7 100+ 4 86+ 13 45+ 19 84 +3 22+ 1
8 100+ 4 96 £ 4 53+4 100+ 6 306
9 100+ 6 86 £ 2 3814 7714 20+ 1
10 100+ 6 87 £ 2 43+ 6 94 + 2 23+8
11 1005 807 37 £ 23 99 +4 23+1
12 100+ 5 7812 31+ 11 87+3 25+5
13 1005 83+9 36+10 90+4 25+ 1
14 1005 58 +24 24 £ 17 91+9 16+9
15 100+ 6 55 + 21 24+3 794 10+4

Priloha 8: Vliv pasazovani na toxicitu latek (24 hod; WST-1 test) - absolutni data.
HK-2 bunky byly v rozmezi 3.—15. pasaze kultivovany s toxiny: acetaminofen (APAP; 10 mM);
cisplatina (CisPt; 100 uM); tert-butylhydroperoxid (t-BHP; 50 uM); CdCl. (100 uM).
Primér + SD (n = 8-12; 3 nezavislé experimenty).

Dehydrogenazova aktivita (absolutni hodnoty); 24 hod
Cislo pasaze TO,me
Kontrola APAP CisPt t-BHP CdCl2
[10 mM] [100 puM] [50 uM] [100 pM]
3 0,66 £ 0,04 | 0,59 +0,05 | 0,28 +£0,03 | 0,58 +0,08 | 0,13 £ 0,04
4 0,76 £ 0,06 | 0,65+0,09 | 0,51 £0,07 | 0,65+0,03 | 0,12 £ 0,01
5 0,77 +0,06 | 0,63+0,09 | 0,37 +0,02 | 0,72+ 0,06 | 0,14 £ 0,04
6 0,74 +0,29 | 0,67 £0,07 | 0,37 £ 0,03 | 0,74 £ 0,03 | 0,22 £ 0,13
7 0,94+0,12 | 0,81+0,03 | 0,42+0,13 | 0,81+0,11 | 0,21 £ 0,03
8 0,81+0,05| 0,79+0,02 | 0,43+0,02 | 0,82+0,02 | 0,25+ 0,06
9 1,01+0,28 | 0,87 +0,24 | 0,40+0,13 | 0,79+ 0,25 | 0,20 + 0,06
10 0,88+0,12 | 0,78 £ 0,27 | 0,38+ 0,10 | 0,82+ 0,11 | 0,19 £ 0,05
11 0,85+0,07 | 0,67 £0,05 | 0,31+0,19 | 0,83+ 0,04 | 0,19 £ 0,01
12 0,94 +0,07 | 0,74+0,05 | 0,30+0,12 | 0,82+ 0,05 | 0,24 £ 0,03
13 0,81+0,05 | 0,68 +£0,04 | 0,29 £ 0,07 | 0,74 £ 0,05 | 0,21 £ 0,01
14 0,93+0,21 | 056 +0,10 | 0,19+0,11 | 0,81+0,12 | 0,13 £ 0,05
15 1,26+ 0,04 | 0,72+0,28 | 0,31 +£0,04 | 1,03+ 0,06 | 0,12 + 0,05
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Pfiloha 9: Vliv pasazovani na toxicitu latek (24 hod; stanoveni GSH; Graf 6). HK-2
bunky byly vrozmezi 3.-15. pasaze kultivovany s toxiny: acetaminofen (APAP; 10 mM);

cisplatina (CisPt; 100 pM); tert-butylhydroperoxid (t-BHP; 50 uM); CdCl;; 100 uM).
Pramér £ SD (n = 8—12; 3 nezavislé experimenty).
Koncentrace glutathionu (% kontrol); 24 hod
Cislo pasaze TO.me
Kontrola APAP CisPt t-BHP CdCl2
[10 mM] [100 puM] [50 uM] [100 pM]
3 1003 60+9 337 1026 323
4 100+ 9 56 £ 4 38+4 9+4 712
5 100+ 4 41+8 30£3 1034 02
6 1005 405 26+4 97 +5 329
7 1005 48 + 3 299 91+4 714
8 100+ 6 52+6 317 95+5 8+3
9 1005 43+ 4 27 +9 94 +4 4+4
10 100+ 4 47+ 3 23+8 101 +£3 414
11 1005 42+ 5 18+ 13 9+4 713
12 100+ 4 40+ 2 16 £ 11 100 £ 2 82
13 100+ 6 45+ 12 17 £ 18 102 +4 6110
14 1005 35+9 12+ 14 97 +9 4+2
15 100+ 6 36+9 1514 100+ 4 73

Priloha 10: Vliv pasazovani na toxicitu latek (24 hod; stanoveni GSH) - absolutni data.
HK-2 buriky byly v rozmezi 3.-15. pasaze kultivovany s toxiny: acetaminofen (APAP; 10 mM);
cisplatina (CisPt; 100 uM); tert-butylhydroperoxid (t-BHP; 50 uM); CdCl;; 100 uM).
Primér + SD (n = 8-12; 3 nezavislé experimenty).

Koncentrace glutathionu (absolutni hodnoty); 24 hod
Cislo pasaze TO,me
Kontrola APAP CisPt t-BHP CdCl2
[10 mM] [100 puM] [50 uM] [100 pM]

3 83,75 50,7 £ 10 27,35 849+5 24+2
4 92,4 + 11 51,617 325+3 90,9+5 6,8 +2
5 93,6+9 38,5+ 10 2762 96,7+ 9 04+1
6 88,0 + 16 3589 23,05 859+ 17 368
7 98,5+6 47,7+ 3 28,38 89,2+2 6,6+4
8 90,4 + 16 459+ 3 2703 86,1+ 17 794
9 954+9 4147 2537 89,719 4414
10 8764 415+3 1997 88,9+3 39+4
11 85,7+6 36,2+ 6 15,8 £ 12 85,13 58+3
12 87,8+4 3512 13,99 87,813 6,72
13 83,2+ 11 38,8+ 15 15,2+ 16 84,6 + 10 6,0+9
14 73,7+4 257+8 9,4 +10 7105 2,711
15 79,5+ 10 27,7+4 124+ 4 7968 6,0+3
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Pfiloha 11: Vliv CdCl; na dehydrogenazovou aktivitu (6 hod; WST-1 test; Graf 7). HK-2
bunky byly vrozmezi 4.-11. pasaze kultivovany v DMEM/F12 médiu. Inkubace s CdCl»

0—-1000 uM (6 hod). Primér £ SD (n = 6-10; 3 nezavislé experimenty).

CdCl2 [uM] Dehydrogenazova aktivita (% kontrol); 6 hod

0 100+ 6

0,5 96 +9

1 8010

10 91+6

25 124 +8

50 1697
100 152+9
200 808
1000 192

Priloha 12: Vliv CdCl, na dehydrogenazovou aktivitu (24 hod; WST-1 test; Graf 8).
HK-2 bunky byly v rozmezi 4.—11. pasaze kultivovany v DMEM/F12 médiu. Inkubace s CdCl

0—-1000 uM (24 hod). Pramér £ SD (n = 6-10; 3 nezavislé experimenty).

CdCl2 [uM] Dehydrogenazova aktivita (% kontrol); 24 hod

0 100+£9

0,5 115+ 15
1 95+9

10 101 £13

25 128 £ 18

50 1639
100 368
200 11+5
1000 02

Priloha 13: Aktivita kaspaz 3 a 7 u HK-2 bunék inkubovanych s CdCl, po 2, 6 a 24 hod
(Graf 9). Aktivita kaspaz 3 a 7 byla méfena u HK-2 bunék po inkubaci s 5-100 yM CdCl,
a 100 pM CisPt. Primér £ SD (n = 3).

Aktivita kaspaz (% kontrol)
Cas Toxiny _
Kontrola CdCl2 CdClz CdCl2 CisPt
[5 uM] [25 uM] [100 pM] [100 uM]
2 hod 100+ 4 104 +0 108+ 1 124 + 2 122 +2
6 hod 100+ 2 107 £ 2 112+0 123 +3 268 + 10
24 hod 100+ 6 1074 1108 42 + 2 237+8
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Summary

Cadmium is a heavy metal causing toxicity especially in kidney cells.
The toxicity is linked also with enhanced oxidative stress leading to cell
death. On the other hand, our recent experiments have shown that an
increase of total intracellular dehydrogenases activity can also occur in
kidney cells before declining until cell death. The aim of the present
study, therefore, was to evaluate this transient enhancement in cell
viability after cadmium treatment. The human kidney HK-2 cell line was
treated with CdCl. at concentrations 0-200 pM for 2-24 h and
intracellular dehydrogenase activity was tested. In addition, we
measured reactive oxygen species (ROS) production, glutathione
levels, mitochondrial membrane potential, and C-Jun-N-terminal kinase
(INK) activation. We found that significantly increased dehydrogenase
activity could occur in cells treated with 25, 100, and 200 pM CdCla.
Moreover, the results showed an increase in ROS production linked
with IJNK activation following the enhancement of dehydrogenase
activity. Other tests detected no relationship with the increased in
intracellular dehydrogenase activity. Hence, the transient increase in
dehydrogenase activity in HK-2 cells preceded the enhancement of
ROS production and our finding provides new evidence in cadmium

kidney toxicity.
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Oxidative stress [1 ROS production
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Introduction

Cadmium is a widely occurring, highly toxic
heavy metal. It can be toxic even at low concentrations
(Tobwala et al. 2014). The toxic effect of cadmium is most
commonly detected in kidney, liver, and neuronal cells
(Linhartova et al. 2016, Wang et al. 2007). In addition, the
toxicity can be found in bone and blood cells (Fahim et al.
2012, Fongsupa et al. 2015, Klaassen et al. 2009, Li et al.
2016, Madden et al. 2002, Zhang et al. 2007).

Cadmium (i.e. cadmium ion) causes both acute
and chronic toxic effects in the organism. These effects are
mostly linked with induction of oxidative stress (Thévenod
and Friedmann 1999, Tobwala et al. 2014). Therefore, Cd
is able significantly to decrease the levels of glutathione
(GSH), a major intracellular nonprotein thiol (Lépez et al.
2006, Zahir et al. 1999). In addition, some reports have
indicated that low Cd concentrations induce mutations
through DNA oxidative damage and by diminishing the
genetic stability of cells (Valverde et al. 2001). These
events increase the probability of mutations and,
consequently, initiation of tumor growth (Filipi¢ 2012).

Recently, a human immortalized proximal
tubular cell line (HK-2) has been developed for studying
nephrotoxicity in vitro (Gunness et al. 2010, Ryan et al.
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1994). The HK-2 cells also have been used for testing
nephrotoxicity of heavy metals, including Cd (Shrestha et
al. 2017, Wilmes et al. 2011). Acute exposure of HK-2
cells to Cd leads to apoptosis of those cells (Mao et al.
2007, Shrestha et al. 2017), as Cd induces the expression
and activation of pro-apoptotic proteins, including
caspases (Huang et al. 2017). A number of studies have
reported that Cd can induce both apoptotic and necrotic
cell death (Kondo et al. 2012). Necrosis and apoptosis are
linked with lipid peroxidation and increased reactive
oxygen species (ROS) production induced by Cd (Lépez
et al. 2006). The reports have proven that higher ROS
production induces phosphorylation of C-Jun-N-terminal
kinase (JNK) in human renal proximal tubular cells
(Fongsupa et al. 2015). All these processes can lead to
decrease of cell viability and even to cell death.

The goal of the present study is directly linked to
the results of our previous study (Hauschke et al. 2017),
whereby we recently found that Cd treatment, surprisingly,
can also lead to temporary increase in the viability of HK-
2 cells. Indications of increase in cell viability after Cd
treatment can be found also in reports from other authors
(Ilwatsuki et al. 2011, Lee et al. 2015, Somji et al. 2006),
but none of the previous studies had given much attention
to this finding. Therefore, the aim of the present study was
to examine whether the increase in HK-2 cell viability
after Cd exposure is related to Cd concentration and/or
duration of Cd treatment, as well as whether the increase
of total intracellular dehy-drogenases activity (further
referred as dehydrogenase activity) can be linked to any
other changes in oxidative metabolism.

Materials and Methods

Chemicals

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient
Mixture F-12 (with/without phenol red), insulin,
transferrin, and sodium selenite were purchased from
Sigma-Aldrich (USA). Fetal bovine serum, pyruvate,
penicillin, streptomycin, epidermal growth factor, and all
other chemicals, if not otherwise specified, were
purchased from Invitrogen-Gibco (USA).

Cell culture

Human kidney (HK-2) cells, a proximal tubular
epithelial cell line derived from normal adult human
kidney cells immortalized by transduction with human
papillomavirus (HPV 16) DNA fragment (Ryan et al.

1994), were purchased from the American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). The cells were
cultured in keeping with our previous studies (Hauschke et
al. 2017, Vrbova et al. 2016). All the experiments were
conducted using the HK-2 cells (passages 4-11). HK-2
cells were seeded into 96-well plates at density of 3 x 104
cells/well and exposure medium containing 0-1 mM
CdCl2. The cells were incubated for specific periods of 2,
6, 10, 24 and 48 h.

Dehydrogenase activity measurement

Dehydrogenase activity was evaluated by WST-1
test (Roche, Germany). The WST-1 test measures the
activity of intra- and extramitochondrial dehydrogenases.
At the required time, the WST-1 reagent was added to the
cultured cells (1:10 final dilution). The cells were
incubated in a gassed atmosphere (5 % CO2) for 60 min
and the absorbance change (0-1 h) was measured
spectrophotometrically at wavelength of 440 nm using a
Tecan Infinite M200 plate reader (Tecan, Austria). The
dehydrogenase activity was expressed as the percentage
intra- and extramitochondrial dehydrogenases activity
relative to that in control cells (=100 %).

Measuring glutathione levels

GSH levels were measured using an optimized
bimane assay (Capek et al. 2017). The cells were incubated
in cell medium (100 pl) on 96-well plates with CdCl2 for
an appropriate time. After incubation, 20 pl of the bimane
solution was added to cells and measurement was started.
The final concentration of monochlorobi-mane in a well
was 40 puM. The fluorescence (Ex/Em=394/490 nm) was
measured for 20 min using a Tecan Infinite M200
fluorescence reader incubated at 37 °C. The fluorescence
was expressed as the slope of change in fluorescence over
time. The GSH levels were expressed as the percentage
relative to those in control cells (=100 %).

Measuring ROS production

We used chloromethyl-2',7'-dichlorodihydro-
fluorescein diacetate (CM-H2DCFDA; Thermo, USA) as
an intracellular probe to detect ROS production. The
working solution was prepared fresh at the time of analysis
by dilution in Dulbecco's Modified Eagle's Medium. The

cells were incubated with CdCl2 for appropriate periods.

After incubation, the CM-H2DCFDA working solution
was added to cells to be loaded with the
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probe for 90 min. The final concentration of CM-
H2DCFDA in a well was 1 pM. The cells were then
washed with phosphate buffered saline (PBS) and the
fluorescence measurement was started. The fluorescence
(EX/Em=485/535 nm) was measured for 60 min using a
Tecan Infinite M200 fluorescence reader. The ROS levels
were expressed as the percentage relative to ROS levels in
control cells (=100 %).

Detecting mitochondrial membrane

Mitochondrial membrane potential was
measured using a JC-1 intracellular probe. The working
solution of JC-1 was prepared fresh at the time of analysis
by dilution in Dulbecco's phosphate buffer. After Cd
treatment, 20 pl of the JC-1 solution was added to cells.
The final concentration of JC-1 in a well was 10 pg/ml.
The HK-2 cells were loaded for 20 min and then washed
with PBS. The fluorescence (red: EX’Em=485/595 nm;
green: EX/Em=485/535 nm) was measured using a Tecan
Infinite  M200 fluorescence reader. The rate of
mitochondrial membrane potential was expressed as the
red/green ratio.

potential

Measuring nuclear condensation

We used Hoechst 33258 dye for detecting DNA
fragmentation in cells. The working solution of Hoechst
33258 was prepared fresh at the time of analysis. After Cd
treatment, 10 pl of the Hoechst 33258 solution was added
to cells and the fluorometric measurement was started after
20 min of loading. The final concentration of Hoechst
33258 in a well was 2 pg/ml. The fluorescence
(ExX/Em=352/461 nm) was measured using a Tecan
Infinite M200 fluorescence reader. The fluorescence
signal was expressed as the percentage relative to
fluorescence in control cells (=100 %).

Measuring caspase-3/7 activity

Caspase-3/7 activation was measured by Apo-
ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay (Promega,
USA). The working solution of caspase-3/7 was prepared
fresh at the time of analysis. The cells were incubated with

CdCl2 and cisplatin (100 uM) for appropriate times. Then,
100 pl of the caspase-3/7 working solution was added to
cells and the fluorescence (EX/Em=485/530 nm) was
measured using a Tecan Infinite M200 fluorescence
reader. At 14 h of treatment, the fluorescence was
expressed as the percentage relative to the fluorescence in
control cells (=100 %).

Detecting protein levels

The protein levels of JNK and NFxB were
detected using western blot analysis. Briefly, HK-2 cells
(1.5 x 106) were washed in PBS, lysed in RIPA Lysis
Buffer (30 min; 4 °C), centrifuged (16,000% g; 20 min; 4
°C), and the supernatant was loaded onto SDS-PAGE.
Proteins were transferred onto Immun-Blot PVDF
Membrane (Bio-Rad, USA). After blocking in TBST
buffer (20 mM TRIS; 150 mM NaCl; 0.1 % Tween-20; pH
7.5) containing 5 % bovine serum albumin, the samples
were incubated with Anti-ACTIVE® JNK (anti-54 kDa
JNK2; Rabbit; Promega), Anti-NFkB p65 monoclonal
antibodies (Mouse; Invitrogen) or anti-B-Actin (Rabbit;
Sigma-Aldrich) according to the manufacturer’s
instructions. The membrane was then incubated with
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies
(Goat; Sigma-Aldrich, Goat anti-mouse; Invitrogen). The
proteins were visualized using Clarity™ Western ECL
Substrate (Bio-Rad) and ChemiDoc™ MP System (Bio-
Rad).

Statistics

All experiments were repeated at least three times
independently. All values were measured at least in
duplicate. The results are expressed as mean = SD.
Statistical significance was analyzed after normality
testing using one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Bonferroni correction (OriginPro 9.0.0, USA).
In comparing results with control cells without cadmium
treatment, the significance level was set at p=0.05 or lower
(* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001).

Results

Based on the results reported in our previous
study (Hauschke et al. 2017), we aimed to characterize the

toxic effect of Cd across a broad range of CdCl2

concentrations. The HK-2 cells were treated with CdCl>
(0.1 uM-1 mM) for 6 and 24 h, and intracellular
dehydrogenase activity was measured using the WST-1
test. After 6 h, we detected in cells treated with 200 uM
and 1 mM CdClz a significant reduction of cellular
dehydrogenase activity to 1942 % (p<0.001) and 80+8 %
(p<0.001), respectively, in comparison with controls (=100
%). On the other hand, significant increase in cell viability
was found in cells treated with 25 pM (124+8 %; p<0.001),
50 uM (169+7 %; p<0.001), and 100 pM CdCl2 (15249 %;
p<0.001) in comparison to control cells (Fig. 1). After 24
h, the significant decrease
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in cell viability was found in cells treated with 100, 200,
and 1,000 uM CdCl2 (Fig. 2). The viability of HK-2 cells
treated with 25 pM and 50 pM CdCl2 increased

significantly to 128+18 % (p<0.001) and 163£9 %
(p<0.001), respectively, in comparison with controls.

Based on these results, we have proven that, under the
given conditions, the HK-2 cells could exhibit enhanced
intracellular dehydrogenase activity after CdCl2 treatment
as opposed to the expected diminished intracellular
dehydrogenase activity.

—_ *hh Fig. 1. Dehydrogenase activity
§ 180 4 T v measurement — HK-2 cells were
£ 1604 1l assayed using the WST-1 test after
8 T 6h of treatment with CdCl. at
w 1404 kil I concentrations ~ 0-1,000uM.  The
°° T results are expressed as mean + SD
e . B T (control=100  %; n=6-10). ***
_g‘ 100 I I *er — e p<0.001 (compared to control).
= T
O I T
c 804 ; F
g . :
& 60+
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g 409 e
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>
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o CTRL 0.5 1 10 25 50 100 200 1000
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Fig. 2. Dehydrogenase activity
5 1801 e measurement — HK-2 cells were
= T assayed using the WST-1 test after
5 ABO - e L 24 h of treatment with CdCh at
e wad 0 concentrations  0-1,000 pM.  The
<] . ]. results are expressed as mean + SD
2 120 N l 77777777777777777777777777777777777777777777 (control=100  %; n=6-10). ***
o 1 T (L ; T p<0.001 (compared to control).

100 T
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We selected treatments of 5, 25, 100, and 200 uM
CdCl2 for the following characterization of changes in
dehydrogenase activity of HK-2 cells incubated with
CdClz for 2, 6, 10, and 24 h. We first tested again
intracellular dehydrogenase activity using WST-1 (Table
1). With the exception of the 5 uM treatment, we detected
significant increase in intracellular dehydrogenase activity
that was dependent on incubation time in all tested CdCl>
concentrations. The increased in dehydrogenase activity
was strongly related to both

CdCl2 dose and duration of treatment. In the case of cells
treated with 200 uM CdClp, a significant increase in
intracellular dehydrogenase activity was detected only
after 2 h. Longer treatment times with 200 uM CdCl2
caused a decrease in dehydrogenase activity of HK-2 cells.
Treatment with 100 uM CdCl2 caused a significant
increase in intracellular dehydrogenase activity after 2, 6,
and 10 h but a significant decrease after 24 h. In cells
treated with 25 pM CdClp, increase in intracellular
dehydrogenase activity was detected only after treatment
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from 6 to 24 h.

Because the increase in dehydrogenase activity
detected using the WST-1 test could be related to changes
in oxidative metabolism, we assessed mitochondrial
membrane potential, GSH levels, and ROS production
(Table 2). To assess oxidative stress after CdCl2 treatment,
we measured intracellular ROS production.

Table 1. Dehydrogenase activity of HK-2 cells.

We found that ROS production was considerably related to
outcomes of increased dehydrogenase activity. The results
showed that ROS production was increased significantly
in cells treated with 200 uM CdCl2 after both 2 and 6 h. At
6 and 24 h, ROS production was increased in those cells

treated with 100 and 25 uM CdCl2, respectively (Table 2).

. CdCl2 (uM)
Time
0 5 25 100 200

2h 100+7% 79 + 7 %*** 96+7% 138 £ 10 %*** 114+4%*
6h 100+6% 80 £ 9 Yp*** 124 £ 8 %*** 152 £ 9 %*** 80 £ 8 Yo***
10h 100+5% 101+5% 139 £ 6 %*** 173 £ 7 %*** 80 + 5 %p***
24 h 100+9% 92+6% 128 £ 18 %*** 36 + 8 %*** 11 £ 5 %***
48 h 100+£10% 102+4% 101+3% 2+0%*** 0 %***

The activity was assayed using the WST-1 test after 2, 6, 10, 24 and 48 h of treatment with CdCl2 at concentrations 0-200 uM. Gray
shading indicates the finding of increased intracellular dehydrogenase activity. The results are expressed as mean = SD (control=100 %;

n=6-10). * p<0.05; ¥** p<0.001.

Table 2. Estimation of oxidative metabolism in HK-2 cells after CdCl treatment (0-200 pM) for 2, 6, 10, and 24 h.

Time CdCl2 (uM) ROS GSH MMP (R/G) DNA condensation
0 100 +13% 100+5% 2.29+0.11 100 +11 %
5 60 + 6 %*** 102+4% 2.17+0.13 94+15%
2h 25 57 +9 %*** 99+3% 245+0.18 65+ 13 %**
100 49 £ 12 Y%p*** 93+1% 2.07+0.14 594 9 9p***
200 148 + 13 Yp*** 87 + 4 Yp*** 1.98 £0.11** 61 £ 17 %o***
0 100 +14% 100+4% 2.16+£0.31 100 +50 %
5 90 £9 % 97+4% 2.45+0.19 107 £28 %
6h 25 69+5%** 97+3% 2.02£0.09 98 +5 %
100 189 =+ 14 Y%*** 79 £ 3 Yo*E* 2.41+£0.25 82+31%
200 311 +£21 Yo*** 59 + 3 9pH** 2.45+0.25 87+44%
0 N/A 100+£4% 2.57+0.33 100 +£30 %
5 N/A 99+3% 2.40+0.34 69+26%
10 h 25 N/A 105+£2% 1.94 £0.26* 70£21%
100 N/A 59 &+ 3 Yo*** 246+0.17 54+17%
200 N/A 39 + 2 Yp¥** 1.49 £ 0.11%%* 563+ 26 %***
0 100 +14% 100+3% 2.16+0.27 100 £13 %
5 86 £5% 102+4% 1.80£0.12 74+16%
24 h 25 204 +£23 Yp*H* 102+4% 1.62 +£0.13*%* 86 +8 %
100 78+12% TE1Yp*** 0.31 £0.07*** 529+ 64 9%***
200 88+15% 5£1%*** 0.22 + 0.03%** 561+ 36 %***

Reactive oxygen species (ROS) levels were assessed using chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate probe. Glutathione
(GSH) levels were measured using monochlorobimane. The mitochondrial membrane potential (MMP) was measured by fluorometric
method using the JC-1 probe and the results were expressed as the red/green (R/G) ratio. Nuclear condensation was measured using
Hoechst 33258 probe. The results are expressed as mean + SD (control=100 %; n=6-10). * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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We found no significant change of MMP in
relation to the observed increase in intracellular
dehydrogenase activity after CdCl2 treatment. Our
experiments showed that MMP was significantly reduced
mostly after treatment with CdCl2 for longer periods.
Therefore, the change of MMP in HK-2 cells was rather
unrelated to the CdCl2-induced increase in intracellular
dehydrogenase activity. Significant changes in cellular
GSH levels were detected in treatments using 200 pM
CdClz for all tested time periods. Similar GSH depletion
was detected in cells treated with 100 uM CdCl2. No
changes of GSH levels were found in treatments using 5
and 25 uM CdCla.

Finally, we examined changes in cell nucleus
induced by CdCl2 using three methods: detecting DNA
condensation, measuring caspase activity, and assessing
JNK activation. We found significantly increased
fluorescence signal of DNA condensation in cells treated
with 200 uM CdCl2 after both 10 and 24 h and in cells

treated with 100 uM CdClz after 24 h (Table 2). The
examination of caspase activities showed the activity of
caspase 3/7 to be non-significantly increased after 200 uM
CdCl3 treatment (data not shown). JNK activation was
detected using western blot analysis. Increased protein
levels of p-JNK were detected after 2, 6 and 10 h in both
the 100 and 200 uM treatments. At 24 h, JNK activation
was detected at all tested CdCl2 concentrations with the

exception 200 uM CdCl treated cells (Fig. 3). In addition,
we detected NFkB activation in Cd treated HK-2 cells, but
the results did not show any changes in the NFkB
expression.

Discussion

The toxicity of Cd has been tested in renal cell lines
of human (i.e. HK-2 cells; Fujiki et al. 2013, Kim et al. 2014,
Simon et al. 2014, Wilmes et al. 2011) and animal origin (i.e.
canine MDCK; Zimmerhackl et al. 1998), pig LLC-PK1
(Fotakis and Timbrell 2006), rat HTC (Gennari et al. 2003).
HK-2 cells are immortalized proximal tubular cells (Gunness
et al. 2010) and presently are regarded as providing the most
relevant model for studying Cd toxicity (Fongsupa et al.
2015, Fujiki et al. 2013, Huang et al. 2017, Iwatsuki et al.
2011, Komoike et al. 2011, Shrestha et al. 2017, Somji et al.
2006). Therefore, HK-2 cells were used for characterizing Cd
cytotoxicity in the study we present here.

Our results have shown that, contrary to expected
decrease in cell viability, CdClI2 can induce

CdCla [uM]
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Fig. 3. Detection of p-JNK and NFkB in HK-2 cells after CdClz
exposure using western blot analysis. Cells were exposed to
different concentrations of CdCl> (1-200 uM) for 2, 6, 10, and 24
h. B-actin (42 kDa), NFkB (65 kDa), p-JNK (46 kDa, 54 kDa) were
determined for each interval and concentration (with comparison
to control cells).

a transient increase of cell viability in relation to CdCl2
dose and incubation time (Hauschke et al. 2017). In
addition, some outcomes from several studies by other
authors also lend support to our findings. Enhanced cell
viability after Cd treatment has been reported from studies
using both human (Iwatsuki et al. 2011, Kondo et al. 2012)
and animal (Fotakis and Timbrell 2006, Riemschneider et
al. 2015) kidney cells as well as cells of other tissue origin
(Bonham et al. 2003, Somji et al. 2006). Because those
reports provided no information on the finding of increased
in intracellular dehydrogenase activity after Cd treatment,

we decided to characterize that role of CdCla.

We tested treatment of HK-2 cells with CdClz2 in

a variety of concentrations (5, 25, 100, and 200 uM CdCl2)
and times (2-24 h). Intracellular dehydrogenase activity
was detected using the WST-1 test, which measures the
activity of intracellular dehydrogenases. We found that all
tested concentrations of CdCl2 with the exception of 5 uM
induced significant transient increase in intracellular
dehydrogenase activity in HK-2 cells and that the time of
the occurrence of dehydrogenase activity increase was
inversely correlated with CdCl2 concentration. Our results
can also be supported by outcomes from two other studies
(Iwatsuki et al. 2011,
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Kondo et al. 2012) which tested CdCl2-induced changes
in HK-2 dehydrogenase activity using the WST-8 test. The
induction of increased HK-2 dehydrogenase activity was
found in cells treated with 20 uM CdCl2 for 4 h.

Unfortunately, those two studies did not use CdCly at
levels higher than 50 uM. Two other studies on cadmium
toxicity reported the increased in intracellular
dehydrogenase activity after exposure to 10 pM CdCl2 for
24 and 48 h in an animal MDCK kidney cell line (Bonham

et al. 2003) and after treatment with 10 uM CdCl> for 24
and 48 h in the RAW 264.7 macrophage cell line
(Riemschneider et al. 2015).

Seeking the implication of the cell viability
increase in HK-2 cells, we followed the experiments with
additional biochemical tests. Because the increase of
intracellular dehydrogenase activity could be related to
changes in redox metabolism, we assessed ROS
production, GSH levels, MMP, and JNK activation.
Intracellular ROS production and GSH levels were
measured as markers of oxidative stress. We found that
induction of ROS production followed the enhancement of
dehydrogenase activity as measured by the WST-1 test in
CdCla-treated HK-2 cells. After 2 h, increase in
dehydrogenase activity and ROS production were detected
in cells treated with 200 uM CdCl2. Inasmuch as the 100
UM treatment induced increased dehydrogenase activity
after 2 h and 6 h but ROS production was stimulated
significantly only after 6 h, we might conclude that
increase in intracellular dehydrogenase activity precludes
the increase in ROS production. This can be supported by
the finding that intracellular dehydrogenase activity of
HK-2 cells incubated in 25 uM CdCl2 increased after 6 and
24 h but ROS production was stimulated significantly until
24 h. Another conclusion from our results is that
significant depletion of intracellular GSH levels appeared
in all incubation periods only after increase in ROS
production. In contrast, after 24 h of treatment of HK-2
cells with 25 uM CdCly, the increase in intracellular
dehydrogenase activity and ROS production was not
linked with GSH depletion. This might be because such
short duration of treatment did not allow the GSH
depletion to appear.

To characterize other cellular processes related to
increased dehydrogenase activity of HK-2 cells after Cd
treatment, we used detection of JNK and NFkB activation.
We found no changes in NFkB protein expression. On the
other hand, our results showed increased p-JNK levels in
cells treated with 100 and

200 uM CdCly after 2, 6 and 10 h. After 24 h, the p-JNK

levels were enhanced at all tested CdCl2 concentrations
with the exception of 200 uM in which case the cells likely
were dead. The results of other methods (i.e. measurements
of MMP, caspase activity, and DNA condensation)
provided no relevant findings elucidating any mechanism
likely participating in the detected increased intracellular
dehydrogenase activity. The significant disappearance of
MMP together with increased nuclear condensation were
always found at late time periods but never during periods
with the detected increased dehydrogenase activity. The
detection of caspase 3 activity showed no significant
differences for any treatment in comparison to control
cells.

Our results proved the presence of increased ROS
production after CdClz treatment as reported in other
studies (Wang et al. 2013, Wilmes et al. 2011, Zahir et al.
1999). Although Cd toxicity is linked with a number of
subcellular toxic mechanisms, recent studies have reported
that the induction of oxidative stress could play an essential
role in Cd-induced toxic effect (Kim and Sharma 2006,
Thévenod and Friedmann 1999, Tobwala et al. 2014, Zahir
et al. 1999). According to our findings on GSH depletion
after Cd treatment, the antioxidants play an essential role
in the protection against Cd toxicity (Lopez et al. 2006,
Zahir et al. 1999). After cellular oxidative stress becomes
heightened, activation of JNK kinases occurs (Fongsupa et
al. 2015) and the subsequent cellular and mitochondrial
signaling can lead to apoptotic or necrotic cell death

(Chambers and LoGrasso 2011). The toxic effect of CdCl2
leading to apoptosis or necrosis in kidney cells has been
described in other studies (Kondo et al. 2012, Lopez et al.
2006), but the surprising finding presented here on
transient increase in intracellular dehydrogenase activity
has not been described in any of those reports. Our results
proved

a significant relationship between increased dehydrogena-
se activity followed by stimulated ROS production after
with  CdCl2 range of
concentrations. It follows that Cd is able significantly to
influence the function of mitochondria, as these constitute
the main cellular sources of dehydrogenase activity and
ROS production in cells. This finding could be supported
by a recent study reporting an induction of mitochondrial
permeability in rat mitochondria (Belyaeva et al. 2011). As
a consequence of mitochondrial permeabilization,
apoptotic-inducing factor (AIF) is released from the
intermembrane space of mitochondria to the cytosol and
caspase-independent apoptosis can thus be induced (Mao

treatment across a wide
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et al. 2007). In addition, AIF induces the expression and
activation of other pro-apoptotic proteins, including
caspases (Huang et al. 2017). A report has also provided
evidence that Cd can induce a mitogen potential followed
by increased cell proliferation (Templeton and Liu 2010).
This phenomenon is brought about by interaction of Cd
with mitogen-activated protein kinases (e.g. JNK and
ERK), controlling cell growth, differentiation, and
apoptosis (Filipi¢ 2012, Levinthal and DeFranco 2005).
Low concentrations of Cd can activate JNK transiently,
but high doses of Cd induce a permanent JNK activation
(Chuang et al. 2000). The activation of JNK is caused by
increased ROS levels (Kamata et al. 2005). These reports
could provide some justification for our finding of
increased cell dehydrogenase activity, as this may be
caused by a change of signaling between mitochondria and
cell nucleus that likely is linked with increased ROS
production. Another line of reasoning in support of our
data on increased intracellular dehydrogenase activity may
be related to a direct role of ROS. Some reports have
indicated that increased ROS levels during oxidative
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Summary

The human proximal tubular HK-2 cell line is an immortalized cell
line commonly used for studying proximal tubular toxicity. Even as
their use is presently increasing, there unfortunately are no studies
focused on functional changes in HK-2 cells associated with
passaging. The aim of the present study, therefore, was to
evaluate the functional stability of HK-2 cells during 13 weeks of
continuous passaging after 6 and 24 h of treatment with model
nephrotoxic compounds (i.e., acetaminophen, cisplatin, CdCl2).
Short tandem repeat profile, the doubling time, cell diameter,
glutathione concentration, and intracellular dehydrogenase
activity were measured in HK-2 cells at each tested passage. The
results showed that HK-2 cells exhibit stable morphology, cell size,
and cell renewal during passaging. Mean doubling time was
determined to be 54 h. On the other hand, we observed a
significant effect of passaging on the susceptibility of HK-2 cells to
toxic compounds. The largest difference in results was found in
both cadmium and cisplatin treated cells across passages. We
conclude that the outcomes of scientific studies on HK-2 cells can
be affected by the number of passages even after medium-term

cultivation and passaging for 13 weeks.
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In vitro cell models including primary cell
cultures and cell lines are used in cytotoxicity screening
(Popelova et al. 2018, Tong et al. 2017, Xia et al. 2013).
While working with cell lines, it is necessary to follow
basic cultivation techniques and elementary principles.
Passage number is one of the important factors that informs
about the cell line’s age and that is essential for evaluating
a cell line’s growth integrity (Clynes 1998, Freshney 2005,
Kwist et al. 2015). It is well established that cell phenotype
can change during the process of passaging, and this may
affect reproducibility of the results from in vitro
experiments (Hughes et al. 2007, Reeves et al. 2018,
Vasilevsky et al. 2013). Most studies assume that the
number of passages in a cell line does not affect its
phenotype and therefore the passage number is not
mentioned. Some results have shown, however, that some
non-cancer cell lines exhibit genetic heterogeneity and
instability (Ben-David et al. 2018).

There are a number of animal and human cell
lines that can be used to assess nephrotoxic properties
(Kim 2016, Vrbova et al. 2016). The human cell lines are
HEK?293, IP-15, and HK-2 cells (Graham et al. 1977,
L’Azou et al. 2006, Ryan et al. 1994, Vosahlikova and
Svoboda 2011). The human proximal tubular HK-2
(Human Kidney-2) cell line is an immortalized cell line.
The HK-2 cell line was originally prepared by transduction
with human papilloma virus 16 (HPV-16) E6/E7 genes
(Ryan et al. 1994). HK-2 cells grow in a monolayer and
are suitable to studying proximal tubular toxicity of a
variety of compounds (Racusen et al. 1997). The main
advantage of HK-2 cells is that they retain the

PHYSIOLOGICAL RESEARCH ¢ ISSN 1802-9973 (online)

© 2020 Institute of Physiology of the Czech Academy of Sciences, Prague, Czech Republic Fax

+420 241 062 164, e-mail: physres@fgu.cas.cz, www.biomed.cas.cz/physiolres

122



2 Handl et al.

Vol 69

basic morphological and functional properties of proximal
tubular epithelial cells (Ryan et al. 1994). Therefore, HK-
2 cells have been used in a number of recent studies
focused on estimating proximal tubular injury (Du et al.
2010, Gao et al. 2013, Garcia-Pastor et al. 2019, Schmidt
et al. 2019, Wu et al. 2009, Yang et al. 2019b, Yang et al.
2019c, Zaza et al. 2015).

According to the PubMed database, as many as
about 200 studies a year are now published that used HK-
2 cells for in vitro testing, and that frequency is increasing.
Based upon the very recent scientific papers, only limited
numbers of authors have reported the numbers of HK-2
cell passages they have used in their studies. Most of those
have reported using passages in the ranges of <5 passages
(Devocelle et al. 2019, Gao et al. 2017, Handl et al. 2019,
Huang et al. 2017, Lu et al. 2018), <20 passages
(Devocelle et al. 2019, Han et al. 2018, Huang et al. 2019,
Lee et al. 2019b, Lu et al. 2018, Vrbova et al. 2016, Wang
et al. 2006), or for even longer periods (Chang and Singh
2019, Wang et al. 2006). Meanwhile, a large number of
presently existing scientific studies on HK-2 cells have not
provided any information at all on the passage number
(Amaral et al. 2017, Campos et al. 2018, Lee et al. 20193,
Medina-Navarro et al. 2019, Nho et al. 2018, Song et al.
2018, Yang et al. 2019b, Yeh et al. 2019). Surprisingly,
only one study marginally estimated an effect of the
number of passages on the results obtained in HK-2 cells
(Lu et al. 2018) confirming the occurrence of differences
in protein expressions between low (6) and high (18)
number of passages. Due to the lack of information on
probable functional changes in HK-2 cells during
continuous passaging, we report here a study on evaluation
of functional stability and susceptibility of HK-2 cells to
model toxic compounds after 13 weeks of passaging (i.e.,
in passages 3-15).

Human kidney (HK-2) cells were purchased from
the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas,
VA, USA). The cells were cultured according to a
published protocol (Handl et al. 2019, Hauschke et al.
2017) in supplemented Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM/F12 = 1:1) with 5 % (v/v) fetal bovine
serum, 1 mM pyruvate, 10 pg/ml insulin, 5.5 pg/ml
transferrin, 5 ng/ml sodium selenite, 50 pg/ml penicillin,
50 pg/ml streptomycin, and 5 ng/ml epidermal growth
factor. The cells were removed by adding trypsin—-EDTA
and passaged when they reached 75-85 % confluence.
After every 7 days, cells were passaged, counted, and then

the optimal amount (4 x 10° cells) was seeded into

10 ml of cultivation medium on a new 75 cm? culture
vessel. All experiments were conducted using the HK-2
cells between passages 3 and 15. The HK-2 cells were
tested for mycoplasma contamination using the MycoAlert
Mycoplasma Detection Kit (Lonza). All cells used in the
experiments were mycoplasma free.

We analyzed functional parameters of
the cells during passaging, i.e. short tandem repeat
analysis, cell diameter and doubling time. Short tandem
repeat (STR) analysis (i.e., DNA fingerprinting) was used
for HK-2 cell line authentication in passages 3, 9, and 15
using a commercial kit (Generi Biotech a.g., Czech
Republic). STR analysis was conducted by Generi
Biotech, Ltd. (Czech Republic). We used seventeen
selected autosomal polymorphisms (CSF1PO, D13S317,
D16S539, D18S51, D19S433, D21S11, D2S1338,
D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, FGA, Penta D,
Penta E, THO1, TPOX, and VWA) and amelogenin to
compare the STR profile with established STR databases.
Mean diameter of the HK-2 cells was evaluated using the
CASY model TT cell counter and analyzer (Roche,
Germany). Doubling time (i.e., the time needed to double
the cell population) was calculated from the number of
seeded cells, number of viable cells, and time elapsed from
cell seeding into the culture vessel until their passaging and
counting.

HK-2 cells were seeded into 96-well plates at
density 3 x 10* cells/well in 100 pl of culture medium.
After 24 h, to induce cell impairment, the HK-2 cells were
treated with 10 mM acetaminophen, 100 uM cisplatin, 50
uM tert-butylhydroperoxide, and 100 uM CdClz. Cells
were treated for 6 and 24 h. The WST-1 test to evaluate
dehydrogenase activity (Roche, Germany) and glutathione
assay were used for characterizing cell damage. After
treatment, the WST-1 reagent was added to the cultured
cells (1:10 final dilution) (Hauschke et al. 2017). The cells
were incubated in a gassed atmosphere (5 % COz2) for 60
min and the absorbance change (0-1 h) was measured
spectrophotometrically at wavelength 440 nm using a
Tecan Infinite M200 plate reader (Tecan, Austria) and
expressed as the change of absorbance during 1 h and also
relative to controls in percentage terms. Glutathione (GSH)
levels were measured using an optimized bimane assay
(Capek et al. 2017). After 6 or 24 h of incubation, 20 pl of
the bimane solution was added to cells and the
measurement was started. The fluorescence (EX/Em =
394/490 nm) was measured for 20 min using a Tecan
Infinite M200 fluorescence reader incubated at 37 °C. The
fluorescence was expressed as
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the slope of change in fluorescence over time. The GSH
levels were expressed as percentages relative to those in
control cells (=100 %). All experiments were repeated two
or three times independently over a course of 8 months.
All values were measured at least in quadruplicate during
an experiment. The results on cell viability and GSH levels
are expressed as means + SD (OriginPro 9.0.0, USA). The
effect of number of passages and toxic compounds on the
cell impairment was tested using Two-way ANOVA (p =
0.05, OriginPro 9.0.0, USA).

The STR analysis proved 100 % conformity of
HK-2 cells with the reference standard in all tested
passages and also confirmed no shift of STR sequences in
the HK-2 cells. The diameters of viable HK-2 cells ranged
17.4-18.6 um. The mean diameter of HK-2 cells
calculated across all passages was 18.2 pm. Doubling

120%
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60% -

40% +-

20% +-

Dehydrogenase activity [% of control]

0% -

Control APAP CisPt

Passage number: m3 W6 m9 012 m15

120% ----=-==c=me=msmmceeseeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeseeeseeeeeseeeeee
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Control

Passagenumber: m3 mé m9 D12 W15

tBHP

APAP CisPt tBHP

time ranged between 47.3 hand 61.7 h. The mean doubling
time across all passages was 53.7 h, and we observed no
significant relationship between doubling time and cell
passage number. The doubling time is in accordance with
characteristics for the HK-2 cell line presented by ATCC.

In addition to estimation of the functional
parameters in untreated HK-2 cells, we estimated the
effect of continuous passaging on the susceptibility of HK-
2 cells to model nephrotoxic compounds. To induce the
toxicity, we used toxic substances differing in their
mechanisms of toxicity, including tert-butylhydroperoxide
(tBHP) to induce oxidative stress, two drugs,
acetaminophen (APAP) and cisplatin (CisPt), and CdCl2 as
a heavy metal. Tested concentrations of the compounds
were chosen according to previous

Fig. 1. Estimation of cell impairment in
HK-2 cells after 6 h of treatment

during repeated passaging
Acetaminophen (APAP, 10 mM),
cisplatin  (CisPt, 100 puM), ftert

butylhydroperoxide (tBHP, 50 uM),
and  CdCl (Cd, 100 HM)
A) Intracellular dehydrogenase activity
in HK-2 cells in passages 3-15 was
determined using the WST-1 test

B) Intracellular GSH levels of HK-2
cells in each of passages 3-15 were
determined using monochlorobimane
assay Results are expressed as means
+ SD (control = 100 %, n = 8-12, 3
independent experiments) One-way
ANOVA with post-hoc test were used
for comparison of means with control
cells at appropriate number of
passages (* p < 0.05, ** p < 0.01,
**% p < 0.001).

cdl,

Cdcl,
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toxicological studies relating to cisplatin (Genc et al. 2014,
Huang et al. 2015, Kim et al. 2014), cadmium (Fujiki et
al. 2013, Handl et al. 2019, Kim et al. 2014),
acetaminophen (Wu et al. 2009), and tBHP (Hauschke et
al. 2017).

HK-2 cells in passages 3, 6, 9, 12 and 15 were
treated with toxic compounds for 6 and 24 h. Indeed, we
determined the significant effect of a number of passages
on decrease of dehydrogenase activity and the extent of
glutathione depletion according to Two-way ANOVA test
after 6 and 24 h. After 6 h of treatment, the intracellular
dehydrogenase activity showed significant decrease in
comparison with control cells of the corresponding
passage number in toxic compounds, especially in Cd
treated cells (Fig. 1A). Based on the WST-1 test results,
we found also a significant relation of

120%
100%
80%
60%
40%

20%

Dehydrogenase activity [% of control]

0%
CisPt

Passage number: @3 m6 m9 D12 W15

120%

100%

80%

60%

GSH [% of control]

40%

20%

0%

Control

APAP CisPt

Passage number:

the number of passage and the extent of decreasing cell
viability in HK-2 cells treated with a toxic compound
(p<0.001). In addition to the glutathione reduction caused
by 10 mM APAP, 100 uM CisPt, and 100 uM CdClz in
comparison with controls of the corresponding passage
number, the effect of passaging on the extent of glutathione
depletion in toxic compounds was found (p<0.001) (Fig.
1B).

After 24 h of incubation, deepening of toxic
acting of tested compounds was found. In addition, the
outcomes of the WST-1 test (»p<0.001) and glutathione
assay (p<0.001) also showed a significant effect of the
number of passage on the estimated level of toxicity. In
Fig. 2AB, the increasing cell impairment was especially
found in CisPt and APAP treated HK-2 cells.

Fig. 2. Estimation of cell
impairment in HK-2 cells after 24
h of treatment during

repeated passaging
Acetaminophen (APAP, 10 mM),
cisplatin (CisPt, 100 uM), tert
butylhydroperoxide (tBHP, 50
uM), and CdCl2 (Cd, 100 pM) A)
Intracellular dehydrogenase
activity in HK-2 cells in each of
passages 3-15 was determined
using the WST-1 test B)
Intracellular GSH levels of HK-2
cells in passages 3—-15 were
determined using
monochlorobimane assay
Results are expressed as means
+ SD (control = 100 %, n =
8-12, 3 independent
experiments) One-way ANOVA
with post-hoc test were used for
comparison of means with
control cells at appropriate
B number of passages (** p <
0.01, ¥** p < 0.001).

tBHP

B3 m6 B9 D12 m15
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According to determined decrease of cell
viability and glutathione depletion in HK-2 cells, the
extent of cell damage reported in present study is fully
comparable with the outcomes and toxin concentrations
reported in a number of other studies on APAP (Ruan et
al. 2019, Zhang et al. 2007), CisPt (Oh et al. 2017, Yang
et al. 2019a), and CdCl: (Fujiki et al. 2019, Ge et al. 2018,
Chou et al. 2019, Kim et al. 2014). On the other hand, our
findings on significance of the relation of cell damage and
number passage is not allowed to discuss with comparable
reports on the HK-2 cell line. Some studies focusing on
this issue have shown that biological characteristics can be
changed not only in stem cell cultures (Kwist et al. 2015)
but also in transfected cell lines (O'Driscoll et al. 2006)
and definitely in tumor cell lines (Busek et al. 2008, Jin et
al. 2017, Roberts et al.
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