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SOUHRN

Karbonové nanomateridly (CNMs) disponuji unikatnimi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi, diky kterym nachazi potencialni uplatnéni v primyslu i mediciné. Spole¢né
s produkci vSak rostou obavy o jejich plsobeni na lidsky organismus. Z toho divodu jsou
CNMs castym tématem toxikologickych studii. Kli¢ovym krokem v objasnéni jejich
bezpecnosti je hodnoceni vzijemné interakce se slozkami imunitniho systému, konkrétné
schopnosti vyvolat zanét. U nékterych alotropii, napi. nemodifikovanych derivati grafenu,
podstatné vysledky stale chybi nebo nejsou kompletni. Z téchto diivodu se tato disertacni prace
zabyva hodnocenim prozanétlivého ucinku dvou typt nemodifikovanych grafenovych platkt
(GPs), které obvykle vznikaji jako meziprodukt pii zpracovani dalSich grafenovych derivata
a do organismu mohou pronikat napf. vdechnutim. Pro srovnani prace zahrnuje hodnoceni
prozanétlivého uc¢inku mnohosténnych karbonovych nanotrubic (MWCNTs).

Profesionalni fagocyty, predevsim monocyty a makrofagy predstavuji klicové bunky ve
zpracovani a odstraniovani cizorodych 1 té€lu vlastnich poSkozenych ¢i abnormélnich elementd.
Vzhledem k tomu, ze se zaroven jedna o hlavni mediatory zdnétu, byly pro vlastni testovani
CNMs zvoleny bunééné modely zalozené na lidskych primarnich monocytech a lidské
monocytarni linii THP-1 diferencované na makrofagy. U obou modelt byla pomoci transmisni
elektronové mikroskopie potvrzena rychla endocytéza vsech CNMs. Zivotnost bunék byla
hodnocena méfenim Uniku laktat dehydrogendzy (LDH) a HMGB1 (High-Mobility Group Box
1). Piimy prozéanétlivy Uc¢inek byl hodnocen na zdkladé aktivity inflamazomu NLRP3
a produkce IL-1B. Aktivace NLRP3 kanonickou i alternativni cestou byla pozorovana pouze
v ptipadé¢ MWCNTs. Jako moZny mechanismus byl mikroskopicky potvrzen unik katepsinu B
nastaly v disledku poskozeni lysozomi. V pifipadé GPs nebylo detekovano Zzaddné naruSeni
bunécné integrity ani akutni prozanétliva aktivita. Potencialni inhibice zanétu byla vyvracena
soubéZnou expozici GPs sreprezentativnim prozanétlivym stimulatorem. Naopak byla
pozorovana zesilena reaktivita, na jejimz zakladé byl dale hodnocen nepfimy prozéanétlivy
ucinek pomoci stanoveni modulace ve formé méfeni bun&tné reaktivity vici vybranym
bakteriim. U pfedem exponovanych monocytli i THP-1 makrofagh CNMs byla hodnocena
nasledna fagocytarni aktivita pomoci mikroskopie a pritokové cytometrie a produkce IL-6,
TNF-a a IL-10 pomoci ELISA metody nebo biologické eseje zaloZzené na reportérovych
buiikach. Soucasti prace bylo téZ mikroskopické a cytometrické sledovani vlivu CNMs na
diferenciaci primarnich monocytt. Vysledky prace potvrdily imunomodulacni G¢inek u vSech

tfi testovanych CNMs.



SUMMARY

Carbon-based nanomaterials (CNMs) have unique physical-chemical properties, which
make them appropriate candidates for both industry and medicine. However along with
production, there are growing concerns about their effects on human organism. For this reason,
CNMs are frequent topic of toxicological studies. A key step in the clarification of their safety
is to evaluate their interaction with the components of the immune system, particularly their
ability to cause inflammation. For some allotropes e.g., pristine graphene derivatives,
significant results are still missing or incomplete. For these reasons, this dissertation deals with
the evaluation of the proinflammatory effect of two types of pristine graphene platelets (GPs),
which represent common intermediate in the processing of other graphene derivatives, and
which can penetrate to body via inhalation. For comparison, our work also includes an
evaluation of the proinflammatory effect of multiwalled carbon nanotubes (MWCNTs).

Professional phagocytes, particularly monocytes and macrophages represent key cells in
processing and elimination of foreign and damaged or abnormal elements. Since phagocytes
also represent main mediators of inflammation, we selected human primary monocytes and
human monocytic cell line THP-1 differentiated in macrophages as a biological model for
testing of CNMs. In both models, rapid endocytosis of all CNMs was confirmed by transmission
electron microscopy. Cell viability was assessed via measurement of lactate dehydrogenase
(LDH) and HMGBI1 (High-Mobility Group Box 1) release. The direct proinflammatory effect
was assessed by detection of NLRP3 inflammasome activity and IL-1f production. Activation
of NLRP3 by canonical and alternative pathways was observed only in the case of MWCNTs.
As possible mechanism was microscopically detected Cathepsin B leakage caused by lysosome
damage. In case of GPs, there was neither disruption of cell integrity nor acute inflammation.
Potential inhibition of inflammation was denied by co-exposure of GPs with a representative
proinflammatory stimulator. On the contrary, we observed an enhanced response, based on
which we further evaluated a modulatory effect in the form of testing of cell reactivity against
selected bacteria. Monocytes and THP-1 macrophages pre-treated by CNMs were subsequently
analysed for phagocytic activity (using microscopy and flow cytometry) and for production of
IL-6, TNF-a and IL-10 (using ELISA or reporter cell-based biological assays). The effect of
CNMs on the differentiation of primary monocytes was monitored by microscopy and flow

cytometry. Results confirmed immunomodulatory effect for all three CNMs.



1. UVOD

1.1. Nanomaterialy a nanocastice

Nanomaterialy (NMs, Nanomaterials) jsou objekty, jejichz jednotlivé stavebni struktury
disponuji minimalné jednim vnéj$im rozmérem v nanoméfitku (obvykle 1-100 nm). Naproti
tomu nanocastice (NPs, Nanoparticles) jsou objekty o tfech vnéjsich rozmérech v nanométitku
[1]. Diky tomu ziskavaji NMs i NPs nové unikatni vlastnosti. Podstatou je piechod elektroni
na vyssi energetickou hladinu v disledku zkraceni své vinové délky dle rozmért Castic (efekt
kvantového omezeni). Se zmenSovanim Castice se zarovenn méni i vzajemny pomér atomu
povrchu a vnitinich atomt. Zjednodusené feceno, vlastnosti povrchu ¢astic prevladnou nad
vlastnostmi dané Castice. Z tohoto divodu jsou fyzikalni, chemické a optické vlastnosti
nanoobjekti odliSné od ekvivalentniho materidlu v makroskopickém méfitku. Typickym
znakem vychdazejicim z rozmérd v nanoméfitku je obrovsky reakéni povrch, ktery umoziuje
Siroké uplatnéni v primyslu i mediciné [2; 3]. Velikost a tvar rozhoduje téz o agregaci, ktera
muze jednotlivé vlastnosti maskovat. NPs pak ptejimaji vlastnosti vysledného nanokompozitu
[4]. Vyrobou, chovdnim a vyuzitim nanoobjektl véetné NMs, NPs a riznych nanostruktur, se
zabyva nanotechnologie. Jeji kofeny pochazi zroku 1959, kdy americky fyzik Richard
Feynman pfednesl na vyro¢ni schiizi Americké spolecnosti fyzikti v Kalifornii svoji prednasku
,»There’s Plenty of Room at the Bottom* (,,Tam dole je spousta mista*). V sou€asnosti se jedna
o interdisciplinarni obor, ktery zahrnuje klasickou fyziku, kvantovou mechaniku, fyzikalni

chemii, biologii a jiné [5].

1.1.1. Rozdéleni NPs a NMs

Nanomateriadly (1 NPs) lze délit na zaklad¢€ nékolika kritérii. Prvnim z nich je rozdé€leni
dle pivodu na pfirodni a syntetické (primyslové vyrdbéné). Ptirodni NMs vznikaji
prostiednictvim (bio)geochemickych ¢i mechanickych procesi bez pfimé ucasti ¢lovéka (napf.
vulkanickou ¢innosti) a vyskytuji se prakticky ve vSech sférach. Patii sem oxidy kovti, jilové
mineraly, sulfidy, nebo také viry [4]. Pod syntetické NMs spadaji primysloveé vyrabéné NMs
a NMs, které vznikaji jako vedlejsi produkt lidské ¢innosti. Pfikladem netimysInych NMs jsou
nanoplasty a slozky sazi [6; 7].

Na zakladé¢ slozeni Ize NMs rozliSit na organické, anorganické (obrazek 1), dale na
kompozitni a karbonové. Klasickymi zastupci organickych NMs jsou polymerni ¢astice tvofici

sféry nebo kapsule, dendrimery a lipidové ¢astice (lipozomy). Vzhledem ke svému sloZeni jsou
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téméf netoxické, biokompatibilni a degradabilni. Diky pfitomnosti nekovalentnich vazeb je lze
snadno modelovat do pozadovanych struktur. VSechny tyto vlastnosti z nich délaji nad&jné
kandidaty v nanomedicin€ napt. jako nosice 1éCiv [6; 8]. Anorganické NMs zahrnuji prevazné
celokovové &astice (napt. NPs zlata a stiibra) a oxidy kovil (napf. oxid titani¢ity). Radi se sem
1 nekovové Castice jako jsou oxidy kiremiku, piipadné karbonové (C)NMs [9]. Kompozitni NMs
pak zahrnuji hybridni, ¢i kombinované struktury, kdy se kombinuji bud’ rizné NMs, nebo NMs
s makroskopickymi materidly. Vznikaji téZ spojeni organickych a anorganickych NMs, napf.

kovové jadro obalené polymery [1].
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Obrazek 1: Schéma riznych typt NPs a NMs v ramci nanoméfitka 1-100 nm, vytvofeno pomoci Biorender.com

V roce 2007 byla zavedena nova klasifikace zalozena na prostorovém uspotadani. Podle
ni se NMs déli na bezrozmérné (0D), jednorozmérné (1D), dvourozmérné (2D) a trojrozmérné
(3D). Rozd¢leni vychazi z pohybu elektroni podél dimenzi v NM, kdy napt. v 0D jsou
elektrony zachyceny v bezrozmérném prostoru. Naproti tomu v 1D se pohybuji podél osy x, ve
2D podél os x ay, a ve 3D podél os x, y a z [10]. Do skupiny 0D spadaji napt. magnetické NPs,
polymerni teCky a kvantové tecky, které byvaji jen nc€kolik nm velké. Diky specialnim
fyzikalné-chemickym vlastnostem vyplyvajicich z kvantového omezeni nachdzi potencialni
uplatnéni pfedev§im v biomolekularnim rozpoznavéani a detekci iontl [11]. Jednorozmérné
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NMs zahrnuji razné povrchové nanovrstvy a dale nanotrubice, nanovlakna a nanodraty. Vyuziti
nachdzi ptredevSim v optice, elektronice a v pfipravé fotovoltaickych ¢lankt [12].
Dvourozmérmné NMs jsou definovany jako jeden atom silné platy, resp. vrstvy, které byvaji
izolovany z béznych makroskopickych matric, napt. grafen izolovany z grafitu, viz dale [13].

Mezi 3D NMs fadime napi. dendrimery, svazky nanodrat a nanotrubic, a jiné [14; 15].

1.2. Karbonové nanomaterialy (CNMs)

Uhlik (C, carbon) je zdkladnim stavebnim kamenem veskeré zivé hmoty na Zemi.
V ptirod¢€ se v elementarnim stavu vyskytuje v nékolika formach. Nejvyznamnéjsi krystalické
formy predstavuji grafit a diamant. V krystalické miizce diamantu jsou na kazdy atom uhliku
kovalentné navazany dalsi Ctyfi atomy uhliku (hybridizace sp3), diky ¢emuz vznikd velmi
pevna a odolna struktura. Diamant je témé&f nejtvrdSim ptirodnim materidlem, tepelné€ vodivy
anevede elektricky proud. Naproti tomu grafit je tvofeny mnoha jednotlivymi vrstvami
grafenu, které spolu drzi jen pomoci van der Waalsovych sil. Jedna se o velmi mékky material,
¢ehoz se vyuziva napt. pti vyrobé tuzek. Na rozdil od diamantu vede elektricky proud.
Ptikladem amorfniho alotropu jsou uhli a saze.

Uhlik ptredstavuje také zékladni stavebni prvek CNMs (obrazek 2). Prvni CNMs byly
objeveny roku 1980 a od té doby jejich poCet a potencialni vyuziti neustdle nartsta [16].
V soucasnosti v této skupiné anorganickych NMs nalezneme amorfni ¢astice, tj. ultrajemné
karbonové Castice, karbonové NPs a karbonové tecky, dale sp2 alotropy, tj. nanotrubice, grafen,

fullereny, karbonové kvantové tecky, aj., a sp3 alotropy, tj. nanodiamanty a lonsdaleit [17].
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lonsdaleit

grafen amorfni uhlik C540-fullerit karbonova nanotrubice

Obrazek 2: Ruzné alotropy uhliku vykazuji rizné struktury a funkce, pfevzato a upraveno [17]
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Ptitomnost Cistého uhliku zajistuje CNMs vysokou stabilitu, vyjime¢né mechanické
vlastnosti, tj. pevnost, tuhost a houzevnatost, dale tepelnou a elektrickou vodivost. Diky tomu
nachdazi uplatnéni v mnoha odvétvich primyslu. Pouzivaji se napft. pii separac¢nich procesech,
upravé vody, nebo v elektronice [18]. Mezi nejvice studované CNMs patii grafen a karbonové

nanotrubice (CNTs, Carbon Nanotubes).

1.2.1. Grafen

Grafen byl z grafitu poprvé izolovan v roce 2004 [19]. Nasledné v roce 2010 byla za
objev grafenu udélena Nobelova cena za fyziku. Tento vyjimecny NM se sklada z jeden atom
silné vrstvy sp2-hybridizovanych atoma uhliku, vzajemné uspotadanych do 2D matrice
pfipominajici vceli plastev. Unikéatni usporadani, které zahrnuje delokalizované m vazby,
propujcuje grafenu neobvyklé elektronické a vodivostni vlastnosti. Grafen je zaroven jednim
z nejpevnéjSich materidlti viibec. Piedstavuje téZ vychozi matrici dalSich CNMs, kdy jeho

rolovanim vznikaji nanotrubice a nebo zabalenim fullereny (obrazek 3) [13].

Obrazek 3: Struktura grafenu a jeho mozné modifikace do 0D fullerent, 1D trubic a 3D grafitu; pfevzato [13]
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Ptiprava grafenu miize probihat nékolika zptisoby. Nejjednodussi metodou je opakované
mechanické odlupovani (exfoliace) vrstev z grafitu pomoci lepici pasky [19]. Nevyhodou této
metody je velmi maly vytézek. Vyuzit lze i ultrazvukovou exfoliaci po dispergovani grafitu
v kapalném médiu. Vysledkem je produkce vicevrstvych grafenovych platki (GPs, Graphene
Platelets) [20]. Dalsi mozny postup zahrnuje chemickou depozici z plynné faze (CVD,
Chemical Vapor Deposition) za pouziti kovovych substratl, napt. médi nebo niklu. Nevyhodou
je pritomnost zbytkii polymernich nosict, které¢ ovliviuji vysledné charakteristiky [21; 22].
Vysoce kvalitni nékolikavrstvy grafen lze pfipravit epitaxidlnim ristem pomoci CVD na
karbidu kiemiku [23].

Uskalim piipravy grafenu je jeho obrovska reaktivita a tendence k agregaci. Diky svému
hydrofobnimu povrchu ho nelze stabilné resuspendovat ve vodném prostiedi. Z téchto diivod
se pristupuje k riznym modifikacim, které vychazi piredevS§im z chemické funkcionalizace.
Mezi nejbéznéjsi chemické modifikace patii kovalentni navazani organickych molekul, vodiku
nebo halogent, a dale nekovalentni vazba s riznymi biokompatibilnimi polymery pomoci
hydrofobnich nebo elektrostatickych interakci, pfipadné kombinovani s jinymi, pfevazné
kovovymi NPs [24-27].

Mezi nejvice rozSifené grafenové derivaty (obrazek 4) patii vicevrstvé GPs nebo
n¢kolikavrstvy grafen (FLG, Few-Layer Graphene), které mohou byt bud’ nemodifikované
(¢isté), nebo modifikované. Jak je patrné z nazvu, jedna se o vice vrstev grafenu (u FLG dv¢ az
pet) ve tvaru listd €i platkd, které jsou vzajemné vazané van der Waalsovymi silami [28].
Nemodifikované GPs i1 FLG vznikaji jako meziprodukt pfi vyrob& ¢isté monovrstvy grafenu
[29]. Nejvyznamnéjsi derivat predstavuje grafen oxid (GO), jehoz vyhodou je lepsi koloidni
stabilita a vysSi reaktivita diky pfitomnym funkénim skupindm [30]. NejCastéji se vyrabi
Hummersovou metodou, kdy dochédzi k oxidaci grafitu za piitomnosti kyseliny sirové
a manganistanu draselného [31]. Chemickou, tepelnou nebo elektrochemickou redukci GO
vzniké redukovany GO, ktery se vyznacuje vysokou elektrickou vodivosti a potencidln¢ lepsi
biokompatibilitou [32; 33]. ZvySenou biokompatibilitou disponuji také grafenové kvantové
teCky predstavujici 0D NMs. Skladaji se z nékolika vrstev GPs o laterdlni dimenzi mensi nez
100 nm. Uplatnéni nachdzi diky svym unikatnim optickym vlastnostem piedev§im

v biozobrazovacich aplikacich [34].
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Obrazek 4: Schéma riznych derivati grafenu; pfevzato a upraveno [35]

1.2.2. Karbonové nanotrubice (CNTs)

karbonové nanotrubice byly poprvé popsany japonskym fyzikem Sumio Ilijimou v roce
1991 [36]. Jedna se o duté tubularni objekty vytvorené z cylindricky uspotfadané vrstvy grafenu.
Na koncich byvaji obvykle uzaviené polosférou fullerenu. Dle poctu vrstev rozliSujeme
jednosténné (SW, Single-Walled), dvousténné (DW, Double-Walled) a mnohosténné (MW,
Multi-Walled) CNTs. Na zéklad¢ prostorového uspoiadani se SWCNTs dale déli na typ
zidlicka (armchair), chiralni (chiral) a cik-cak (zig-zag) (obrazek 5). Jednotlivé typy se pak 1isi
ve svych optickych a elektrickych vlastnostech. Primér SWCNTSs se pohybuje do 10 nm, avsak
délka muze byt az desitky um [37].

grafen Zidlicka cik-cak chiralni

T
i

(m=n)
(m=n) (m=0) (m=n)

Obrazek 5: Schéma riznych konfiguraci CNT; m, n = vektory chirality; pfevzato a upraveno [38; 39]

18



Dvousténné a mnohosténné nanotrubice se skladaji ze dvou a vice koncentricky
uspotadanych trubic, podle jejichz uspotfadani rozeznavame dva rizné modely. V modelu ruska
panenka jsou jednotlivé trubice uspotfadany od stfedu dle priiméru od nejmensiho po nejvetsi.
V pergamenovém modelu se opakované staci jeden plat grafenu za vzniku kontinuélni role [40].
Vicevrstvé usporadani MWCNTs poskytuje ochranu vnitinim trubicim proti nezadoucim
chemickym reakcim a zaroven oproti SWCNTs zlepSuje pevnost v tahu [41]. Vnitini pramér
MWCNTs se obvykle pohybuje v rozmezi od 0,4 nm do né€kolika nm a vnéjs$i primér mize,
dle poctu vrstev, dosahovat az 100 nm [17].

Mozné metody vyroby CNTs zahrnuji obloukovy vyboj, laserovou ablaci a CVD.
Pomoci obloukového vyboje Ize kromé CNTs ptipravit i dalsi CNMs, napt. fullereny. Vyhodou
je vysoka kvalita vznikajiciho produktu [42]. Od laserové ablace se v soucasnosti spiSe ustupuje
kvili vysoké energetické naro¢nosti a nutnosti dodat vysoce kvalitni grafit [43].
Nejvyuzivanéj§i metodou je pak CVD. Vyhodami CVD jsou ekonomickd nenaro¢nost
i moznost pomoci vhodnych katalyzatorti vyrabét predem definované struktury [44].

Z obecného hlediska vysoky pomér stran a pritomnost sp2 vazeb poskytuji CNTs velkou
pevnost, tepelnou i mechanickou odolnost a podobné jako u grafenu je Ize rizné modifikovat.
Diky témto vlastnostem nachdzi perspektivni vyuziti v elektronice, primyslu, v pfipravé

konstrukénich systémi a riiznych polymert a teoreticky i v mediciné [38].

1.2.3. Biomedicinské aplikace CNMs

Karbonové nanomateridly jsou v soucasnosti studovany pro svoji potencialni
biomedicinskou aplikaci v oblastech zahrnujicich zobrazovaci metody, biosenzory, nosice
protinadorovych 1éc¢iv ¢i jako samotna 1éCiva, adjuvancia a tkanové inZenyrstvi.
Nejvyznamngjsi roli v pfiprave nosict a adjuvancii hraje pfitomnost jiz mnohokrat zminéného
obrovského reakéniho povrchu a moznost chemické modifikace [45]. Vazebna kapacita CNMs
je dale vyuzitelnd pii vychytavani neZadoucich latek z krve. Napf. inkorporace GPs do
polytetrafluoroethylenového filmu zvySuje béhem mimotélniho ob&hu vychytavani
prozanétlivych cytokinii [46].

Vyznamny potencial v oblasti biodetekce predstavuje schopnost nékterych CNMs po
excitaci emitovat fluorescenci. Tykd se to predevSim grafenovych kvantovych tecek
a karbonovych tecek, které zaroven diky svym malym rozmérim lépe pronikaji do rGznych
télnich tkani [34; 47]. Sniméni fluorescence lze navic kombinovat s detekci napt. navazanych
radionuklidii, a tim zvysit rozliSeni a celkovou citlivost snimani [48]. Velky reakéni povrch

grafenovych derivati nebo CNTs zase nabizi mozZnost vazby velkého mnozstvi riznych
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detek¢nich molekul, coZz umoziuje multiplexni snimani [49]. Lze vyuzit 1 selektivni migrace
CNMs do lymfatickych uzlin, kdy jsou pomoci ¢erného zbarveni odhalovana riizna potencidlni
metastdzova loziska [50]. Dalsi perspektivni aplikaci je fotodynamicka terapie, ktera se zaklada
na cytotoxickém efektu kyslikovych radikalti vznikajicich v pfitomnosti nékterych CNMs [51].
Fototermalni terapie zase vyuziva schopnosti zejména CNTs béhem ozatfovani svétlem blizko
infraCervené oblasti pfenést svételnou energii na tepelnou [52]. V oblasti regenerativni
mediciny se daji rizné CNMs vyuzit ke tvorbé matric a tkdnového leSeni (scaffoldl) [53].
Zajimavy je jejich ucinek na diferenciacni kapacitu kmenovych bunék [54].

Potencial biomedicinského vyuziti CNMs je naprosto evidentni, nicméné vznasi otazky
o jejich bezpec¢nosti. Béhem timyslné i neimyslné interakce ¢lovéka s CNMs mize dochézet

k negativnim uc¢inktim, kterymi se obecné zabyva nanotoxikologie [55].

1.2.4. Vstup CNMs do organismu

Clovék byva netmyslné vystaven CNMs béhem jejich vyroby ¢&i piipravy
a postprodukéniho zpracovani. Vstup CNMs do organismu probihd rliznymi cestami, kdy
nejcastéji dochazi k inhalaci, dermalni penetraci a ingesci [55; 56]. Nasledna distribuce
v organismu je zavislad na fad¢ faktori, které zahrnuji vnitini fyzikalné-chemické vlastnosti,
jako jsou velikost, ndboj ¢i funkcionalizace, a vlastnosti ziskané po kontaktu s biologickym
prosttedim  [57]. Pfikladem je tvorba  proteinové  korony, kdy  dochazi
ke spontdnnimu a rychlému navazani biologickych sloZek na povrch CNMs. Prvni vrstvu tzv.
tvrdou koronu tvofi vysoko afinni proteiny, které se vazi ireversibilné. Na n€ se navazuji
proteiny s nizkou afinitou a formuji tzv. mékkou koronu, jejiZ sloZeni se dynamicky méni
v prib¢hu Casu a v zavislosti na prostiedi [58]. O celkovém sloZeni proteinové korony
rozhoduji vychozi fyzikalné-chemické vlastnosti, zejména plocha a naboj. Vazba proteini
muZze tyto vlastnosti zpétn€ meénit, coZ se odrazi napt. na zméné hydrodynamického priméru
a koloidni stabilité [59]. Obecné lze fict, Ze interakce mezi CNMs a organismem je vysledkem
dynamického procesu neustdlych zmén, které CNMs prodélavaji postupem v riznych
biologickych soustavach [60].

Z bezpecnostniho hlediska se jako klicovy mechanismus neimysiného prostupu CNMs
do organismu povazuje inhalace. Zatimco vétsi ¢astice (1-10 pum) vétSinou zistavaji na tirovni
pradusek a pridusnice, mensi Castice pronikaji do hlubsich vrstev (plicni sklipky, aleveolo-
kapilarni bariéra). Zde hraje vyznamnou roli pfitomnost plicniho surfaktantu, ktery je tvofen
smesi fosfolipidi, proteini a iontli a tvofi prvni vrstvu aleveolo-kapilarni bariéry. Vazbou

slozek surfaktantu na povrch CNMs dochazi ke zméndm v jeho celkovych viskoelastickych
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vlastnostech, coz mtize piispivat k vysledné pulmonalni toxicité¢ [61; 62]. Zaroven se takto
pozménéné NMs dostavaji do kontaktu s pneumocyty a alveolarnimi makrofagy, kdy jsou bud’
fagocytovany nebo zlstavaji zachycené v extracelularnim prostredi [63; 64]. Nalezy CNMs
v krvi, jatrech, slezin¢ nebo ledvinach béhem in vivo studii ukazuji, Ze v mensi mife mohou
prostupovat i do krevniho ob¢hu, piipadné mohou prostupovat stievni bariérou po ingesci [65;
66].

Vyznamné riziko piedstavuji CNTs a karbonova nanovldkna (CNFs, Carbon Nanofibres),
u kterych byla opakované prokdzdna pulmonalni toxicita spojena predevSim s indukci
chronického zanétu a fibrotizaci plicni tkané [67]. Podobné jako u azbestovych vldken mutize
v disledku téchto zmén dochdzet az k nadorovému bujeni. Vroce 2014 IARC WG
(International Agency for Research on Cancer Working Group) oficidln€ klasifikovala dlouhé
rigidni MWCNT-7 (vyrobce Mitsui, Japonsko) jako potencidlni karcinogen skupiny 2B [68].

Predpokladem vyuZziti CNMs v medicing je intraven6zni podani, kdy dochazi ke 100%
biologické dostupnosti. Nasledujici translokace opét zavisi na vychozich vlastnostech danych
CNMs. VEtsi Castice (>2 um) jsou filtrovany plicnimi kapilarnimi cévami. Zbyvajici ¢astice
jsou distribuovany do jinych tkani a organti, pfiCemz velmi malé Castice (<100nm) mohou
vstoupit do sleziny a kostni dien¢ [69; 70]. Biokompatibilitu lze zvySovat cilenou modifikact,
napf. navazanim polyethylenglykolu (PEG), ktery brani navazovéani proteini a pomaha
,maskovat“ CNMs pted slozkami imunitniho systému [54; 71]. Nicméné je nutné pocitat
s individualitou riznych typli CNMs, kdy zminéné modifikace mohou neZadouci reakce naopak

zesilit, piipadné i vyvolat [72].

1.3. Imunotoxicita CNMs

Vyhodnoceni interakce s imunitnim systémem je klicovym krokem ve stanoveni
bezpecnosti CNMs. Jako vysoce organizovany komplex piedstavuje imunitni systém nasi
hlavni obranu proti cizim mikroorganismiim a ¢asticim a podili se na udrZeni vnitini
homeostazy. Hraje nenahraditelnou roli v rozpoznéani a v€asné eliminaci endogennich agens,
jako jsou naptiklad poskozené tkan¢ nebo abnormalni bunky. Je dobie znamo, ze rtizné
chemikdlie a xenobiotika mohou integritu imunitniho systému narusit [73]. PoruSeni
homeostdzy a naruSeni imunitnich funkci vede ke vzniku chronickych abnormalit a naslednému
rozvratu celého organismu. Vzhledem k faktu, Ze slozky imunitniho systému jsou zastoupeny
v krevnim ob¢hu, ve tkdnich a na sliznicich, je vzajemny kontakt s CNMs nevyhnutelny.
Myslenka vyuziti CNMs v biomedicing jesté nalé¢havéji vola po dikladném hodnoceni jejich
biologickych interakci.
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Diky své odolnosti mohou CNMs, zejména ty nemodifikované, pietrvavat v organismu
po velmi dlouhou dobu [63; 64]. Na druhou stranu rtizné povrchové Upravy, jako je napf.
oxidace, oteviraji cestu k pfipadné enzymatické degradaci [74]. V obou situacich, at’ uz
v procesu zpracovani nebo eliminace CNMs, dochazi k zapojeni specifickych imunitnich
funkci vychazejicich z interakci se slozkami jak vrozené tak adaptivni imunity [75]. Nasledkem
mize byt vznik imunotoxicity, kterd zahrnuje cytotoxické, imunosupresivni nebo

imunostimulacéni reakce [76].

1.3.1. Role kontaminace

Zasadnim problémem pii feSeni imunotoxicity nanocastic, véetné CNMs, je biologicka
kontaminace. V tomto ohledu hraje rozhodujici ulohu vrozena imunita, predevsim fagocyty,
které pomoci Siroké Skaly cytoplazmatickych a membranovych receptori (PRRs, Pattern
Recognition Receptors) rozpoznavaji evoluéné zakonzervované motivy typické pro rizné
skupiny mikrobii (MAMPs, Microbe-Associated Molecular Patterns), patogennich mikrobl
(PAMPs, Pathogen-Associated Molecular Patterns) a motivy spojené s poskozenim bunck
atkdni (DAMPs, Danger-Associated Molecular Patterns), nékteré z nich majici charakter
alarmin®i. Mezi cytoplazmatické PRRs se fadi napt. NOD (Nucleotide-Binding Oligomerization
Domain)-like receptory (NLRs), které jsou mimo jiné soucasti inflamazomu, viz déle.
Membranové receptory reprezentuje napt. skupina glykoproteini zvana Toll-like receptory
(TLRs), které¢ zahrnuji TLR3, TLR7, TLR8 a TLRY ukotvené v membran¢ intracelularnich
vackl, a TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 a TLR10 ukotvené v cytoplazmatické membrang.
Interakci receptori se svym ligandem dochézi k signaliza¢ni kaskadé a aktivaci pfislusnych
proteinovych komplexti a transkripénich faktorti. Centralni Glohu zde plni NF-kB (Nuclear
Factor kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B Cells), ktery po aktivaci putuje do jadra
bunky a zahdji prepis konkrétnich geni a mimo jiné tvorbu a sekreci prozénétlivych

Typicky ligand a zaroven nejCastéj$i kontaminant je lipopolysacharid (LPS), ktery se
nachazi u gramnegativnich bakterii jako soucast vnéj$i membrany. Sklada se hydrofilniho
polysacharidu a hydrofobniho lipidu A, ktery je silnym vzorem PAMP. V krvi spolu s LPS
véazajicim proteinem (LBP, LPS-Binding Protein) vytvaii komplex, ktery je rozeznavan TLR4
a za ucasti membranové molekuly CD14 (Cluster of Differentiation 14) a MD-2 (Myeloid
Differentiation Factor-2) stimuluje signalizani kaskadu vedouci k produkei prozanétlivych
cytokinli IL-6 (Interleukin-6) a TNF-o (Tumor Necrosis Factor alfa) [78]. Samotny LPS se

bézné vyskytuje jako kontaminace v riiznych chemikaliich a na laboratornich povrsich a diky
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termostabilité ho nelze snadno odstranit [79]. Lehce tedy ptichazi do kontaktu s CNMs, na které
se pomoci hydrofobnich a elektrostatickych interakci navaze [80; 81]. Takto kontaminované
CNMs, které mohly byt ptivodné biokompatibilni, se stdvaji vice imunogenni a potencidlné
cytotoxické [81]. Zarovenn mohou predstavovat ,, Trojského koné*“ pro latky, které by se za
fyziologickych podminek do buiiky nedostaly [82]. Vyjma nezadoucich biologickych uc¢inkt
dochazi ik chybné interpretaci dat imunologickych a cytotoxickych testi a je proto nutné

pfitomnost biologické kontaminace LPS neustale kontrolovat.
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Obrazek 6: Toll-like receptory a jejich ligandy, vytvofeno pomoci Biorender.com

1.3.2. Rozpoznani a vstup CNMs do bunék imunitniho systému

Prvnim krokem imunitni odpovédi bun€k imunitniho systému na pfitomné CNMs je
jejich identifikace, které zacind samotnym kontaktem s cytoplazmatickou membranou. Zde
hraji nezanedbatelnou ulohu zminéné¢ TLRs, které se aktivuji ptfitomnosti adherovanych
PAMPs, nebo scavenger receptory, které rozezndvaji polyanionické skupiny
u karboxylovanych CNMs [81; 83]. Zd4 se, ze nékter¢ CNMs mohou TLRs aktivovat
i nespecificky diky vzdjemnym hydrofobnim interakcim [84]. Pfikladem jsou nemodifikované

CNTs a C60 fullereny, jejichz odhalené ¢asti se vazi do hydrofobnich kapes TLR1/2, TLR2/6
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a TLR4/MD-2 [85; 86]. V tomto piipad¢ je rozhodujicim faktorem tvar CNMs, kdy tubulérni
Castice na sebe vazi méné proteind, které by pomohly hydrofobni ¢asti maskovat a u kterych
Castéji dochazi ke konformac¢nim zménadm vedoucim k odhaleni novych vazebnych mist [86-
88]. Naopak planarni grafenové Castice disponuji mnohem vétsi adsorbcni kapacitou a velké
mnozstvi navazanych proteinii mize, krom¢ efektivnéjSiho maskovani, také zesilovat tloustku
jednotlivych platkli a tim limitovat piipadné pohlceni [88; 89]. V tomhle se dobfe uplatiuji
pfedevSim plazmatické proteiny jako albumin, transferin, fibrinogen a gamma globuliny,
piipadn¢ komplement inhibujici faktor H [89-91]. Opacného efektu 1ze dosdhnout navazanim
komplementovych proteini Clq nebo C3 [92]. Navic mitze dojit k aktivaci celé
komplementové kaskady jak klasickou, tak alternativni cestou [93; 94]. V ramci interakci mezi
CNMs a buiikami nelze opomenout ani pfimy vliv na fosfolipidovou membranu, kdy jeji
poskozeni, napt. naruSenim lipidovych rafti nadmérnou oxidaci cholesterolu v ptfitomnosti GO,
také slouZzi jako tivodni signal imunitni reakce [95; 96].

Je ztejmé, ze vysledny proces rozpoznani CNMs bunikami imunitniho systému zavisi na
kombinaci mnoha faktori zahrnujicich velikost, tvar a povrchovou upravu. S tim souvisi
inasledny mechanismus transportu, kdy dochdzi bud’ k pasivni difGizi, nebo k aktivni
endocytoze [97; 98].

Endocytoza je energeticky a metabolicky naro¢ny proces, pii kterém bunka obklopi
¢astici cytoplazmatickou membranou (ve formé zlabku nebo pomoci vybézk), kterou nasledné
vnoii do cytoplazmy ve formé uzavienych vacki, endozomil. Na zdkladé mechanismu se
rozliSuji pinocytdza, kterd nejcastéji slouzi k pohlceni kapicek extracelularni tekutiny,
fagocytoza a receptorem zprostiedkovana endocytoza [99]. Vzhledem k vySe uvedenému,
praveé fagocytoza a receptorem zprostiedkovana endocytoza jsou hlavnimi mechanismy vstupu
CNMs do bunék [14; 83; 87; 100]. Za urcitych okolnosti, kdy je ¢astice vétsi nez fagocytujici
bunika, napf. dlouhé rigidni CNTs, dochéazi k neliplnému pohlceni nazyvaném nekompletni
nebo téZ frustrovana fagocytéza [101]. Klicovou roli v pohlcovani a ndsledném zpracovani

CNDMs hraji profesiondlni fagocyty, pievazné monocyty a makrofagy [102].

1.3.3. Profesionalni fagocyty

Monocyty jsou velké jednojaderné leukocyty kulatého az améboidniho tvaru. Vznikaji
z myeloidnich prekurzorii v kostni dfeni a u zdravého dospélého Eloveka tvoii 2—8 % vSech
leukocyt v krvi. Dle exprese specifickych povrchovych znakl je lze rozdé€lit na klasické
CDI14" monocyty zahrnujici dvé subpopulace CD14"/CD16™ a CD14"/CD16", a neklasické
CD14°Y/CD16", téz nazyvané patrolujici monocyty (obrazek 7) [103; 104]. Klasické
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CDI14"/CD16 monocyty tvofi ~85 % monocytarni populace a obvykle cilené migruji do tkani
do mista zanétu, kde se diferencuji na makrofagy [105]. Zarovenn mohou ptechazet do
neklasickych CD14°%/CD16" monocytii, které se pravdépodobné uz dile nediferencuji.
Konkrétni dynamika mezi jednotlivymi subpopulacemi neni dosud objasnéna [106].

Krome¢ diferenciace v makrofagy a ¢ast v dendritické bunky patii mezi jejich fyziologické
a imunomodulace (obrazek 7). Na svém povrchu nesou celou fadu receptori vcetné vysoké
exprese PRRs (pievazné TLR4 a TLR2), coz zvySuje jejich citlivost vi¢i raznym typtim
PAMPs [107]. Také se podili na vzniku vrozené imunologické paméti, nazyvané téZ vrozena
trénovand imunita, kdy v disledku epigenetickych a metabolickych zmén dochazi k zesileni
imunitni odpovédi na opakovany stimul [108].

Makrotagy tvoiti velmi heterogenni skupinu velkych jednojadernych leukocytt, jejichz
hlavnimi funkcemi jsou eliminace cizorodych castic, zbytkd bunék a poSkozenych tkani,
Vyznacuji se svoji plasticitou, kdy méni své vlastnosti v zavislosti na signalech ze
svého mikroprostiedi [77]. Lze je rozdelit na makrofagy diferencované z cirkulujicich
monocytl a tkanové specifické (rezidentni) makrofagy, které se od sebe vzdjemné
morfologicky a funkéné odlisuji. Radime mezi né napf. plicni alveolarni makrofigy, jaterni
Kupferovy buniky, mikroglie v centralni nervové soustavé (CNS) a kosterni osteoklasty. Je
vyvoje a tvoii tak oddélenou populaci, kterd je schopnd v mensi mife proliferovat [109].
Zaroven se uvadi, ze dochazi i1 k doplnovani z cirkulujicich monocytli, coz jen potvrzuje
nesmirnou plasticitu téchto bun¢k [110].

Z funk¢niho hlediska Ize makrofagy délit dle stavu aktivace na klasicky aktivované M1
a alternativné¢ aktivované M2. M1 predstavuji efektorové buiiky prozanétlivé odpovédi vrozené
imunity charakteristické vysokou produkci cytokinii IL-6, TNF-a a IL1-B. ZvySenou produkci
reaktivnich forem kysliku (ROS, Reactive Oxygen Species) a oxidu dusnatého (NO)
napomahaji zabijeni fagocytovanych patogent a pomoci IL-12 stimuluji Thl lymfocytarni
odpovéd’. Polarizace do M1 je stimulovadna pfitomnosti interferonu gamma (IFN-y) a pokud
neni regulovéana, vede vlivem navozeni silného zanétu k destrukei okolnich tkéni [111]. Naproti
a TGF-B (Transforming Growth Factor beta), navozuji angiogenezi, remodelaci a opravu
poskozenych tkani. Celkové tlumi probihajici zanét, ale jejich ¢innost mlize vést az k fibroze

nebo pronadorové aktivité [112]. M2 makrofagy jsou mimotadné heterogenni skupina né€kolika
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subtypti, které se 1isi druhem stimulace i1 produkci cytokint (obrazek 7) [111]. Je ale nezbytné
zdaraznit, ze diky své plasticité¢ neustale prechézi z jednoho aktivacniho stavu do jiného
v zévislosti na konkrétni situaci [113]. Naruseni rovnovahy mezi riznymi aktivacnimi subtypy
béhem zanétlivé odpoveédi nebo nasledné reparace mize mit fatalni disledky pro cely

organismus.

monocyty

makrofagy
imunoregulaéni,
angiogeneze,
remodelace tkani
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alergie,

Obrazek 7: Rozdé€leni monocytii a makrofagt dle specifickych znakd; polarizace makrofagi, vytvoreno pomoci
Biorender.com

1.3.4. THP-1 bunécna linie

THP-1 je lidské nadorova buné¢na linie izolovana z krve 1letého chlapce trpiciho akutni
monocytarni leukémii [114]. Jednd se o mensi kulaté aZ polygondlni bunky, které na svém
povrchu nesou znaky monocytli i makrofagi. Na rozdil od jinych monocytarnich linii maji
stabilni diploidni karyotyp, coz z nich dé€la jedny z nejvice vyuZivanych bunéénych populaci
v oblasti studia cytotoxicity, regulace aktivity monocyti a makrofagi a mechanismi
imunopatologickych d&ji aterosklerdzy ¢i kardiovaskuldrnich onemocnéni [115-117]. Za
optimalnich kultiva¢nich podminek rostou ve formé suspenze s ¢asem zdvojeni 26-34 h. Na

prozanétlivy podnét reaguji zvySenim exprese adheznich molekul a produkci prozanétlivych

26



cytokin (IL-6). Pomoci PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate), kyseliny retinové, nebo
vitaminu D3 je lze diferencovat na makrofagim podobné buiiky, které¢ pretrvavaji v adherentni
kultufe a dale se nedéli [118; 119]. Také na rozdil od neaktivovanych THP-1 vykazuji zvySenou
fagocytarni aktivitu a na prozanétlivy podnét produkuji vétsi mnozstvi cytokini [119].
Diferencované THP-1 makrofagy Ize dale vhodnou kultivaci polarizovat na M1 (pomoci LPS
a IFN-y) nebo M2 (pomoci IL-13 a IL-4) makrofagy [120]. THP-1 obecné nedisponuji zadnymi
cytoplazmatickymi ani membranovymi imunoglobuliny, naopak se u nich potvrdila exprese Fc
receptorti FcyRI a FeyRII, CD16, CD11b, CD14, ptipadné¢ CD68 a CD163 [121; 122]. Ke studiu
konkrétnich metabolickych drah byvaji Casto vyuzivané i jejich geneticky modifikované

varianty [123].

1.3.5. Zanét jako hlavni mechanismus imunotoxicity

Akutni zanét je komplexni obranna reakce organismu na naruseni vnitiniho prostfedi. Za
fyziologickych podminek odezniva bez nésledki. Jestlize dojde k selhani regulacnich
mechanismu, pfechdzi akutni zdnét do chronického zédnétu. Dlouhodobé pietrvavajici chronicky
zanét je patologicky proces, ktery miize vyustit v nevratné poskozeni tkani, rozvrat imunitnich
funkci a nddorové bujeni [77].

Vyvolani zanétu patifi mezi zékladni mechanismy imunotoxického plsobeni CNMs.
Prozanétliva odpovéd’ vznika nejcastéji v dasledku piisobeni oxida¢niho stresu a pfitomnosti
kontaminace. Nelze opomenout ani mechanické poskozeni, k némuz dochazi béhem transportu
CNMs do bun¢k 1 béhem intraceluldrnich interakci [124]. Jak bylo zminéno diive, ve vétSing
ptfipadli jsou CNMs zpracovavany profesionalnimi fagocyty. Ty se obvykle snaZi cizorodé
Castice eliminovat prostfednictvim uzavieni do endozomu, pfipadné fagozomu, které jsou bud’
transportovany ven v podobé exozomi, nebo fuzuji s lysozomy, kde dochazi k degradaci
pomoci proteolytickych enzymi [77]. Velmi dllezitd je autofagie, pfi které jsou obvykle
recyklovany vlastni makromolekuldrni komponenty za tcelem bunééného ptezivani [125].
Obdobn¢ jako u endocytdzy dochazi k degradaci vlastniho obsahu pomoci fuze s lysozomy
[125]. Zaroven je to jedna z cest eliminace intracelularnich patogent a nanocastic [126; 127].
Veskeré tyto procesy mohou byt kdykoli pfitomnosti CNMs naruseny at’ uz specifickymi
interakcemi  vychazejicimi z funkcionalizace c¢astic, nebo mechanickym naruSenim
intraceluldrnich membran. Castym jevem je tnik CNTs nebo nanodiamantii z lysozomti do
cytoplazmy, kde mohou interagovat s dal§imi organelami. Zaroven dochazi k vyliti 1 veSkerého
lysozomalniho obsahu, ktery mé charakter DAMP [98; 128; 129]. PoSkozené a destabilizované

lysozomy nemohou byt fuzovany s autofagozomy a tim je zablokovan tzv. autofagicky tok,

27



ktery je nezbytny pro fyziologicky prabéh a degradaci autofagie [130]. At uz se jedna
o oxida¢ni nebo mechanicky stres, vysledkem je soubor signali vedouci k rozvoji zanétu, ve
kterém hraje klic¢ovou roli inflamazom.

Z obecného hlediska jsou inflamazomy makromolekuldrni komplexy jejichz
prostiednictvim je aktivovéna kaspadza-1. Kaspaza-1 je enzym ze skupiny cysteinovych
proteindz, ktery $tépi gasdermin D (GSDMD), pro-IL-18, pro-IL-18 na biologicky aktivni IL-
1B, IL-18 a N-koncovy zbytek gasderminu D (GSDMD-N) [77]. Mezi dosud popsané
inflamazomy se fadi inflamazomy zrodiny NLR, NLRP3, NLRP1 a NLRP4, které jsou
charakteristické vysokym obsahem leucinu na svém C-konci, tzv. LRRs (Leucin-Rich Repeats)
rozpoznavajici ligand a N-koncovou pyrinovou doménou (PYD), kterd asociuje s kaspazu
vazajici doménou (CARD, Caspase Activation and Recruitment Domain). Podskupinou NLR
rodiny je NLRC a jeji jediny zastupce NLRC4, ktery se 1i8i vazbou CARD domény pifimo na
NOD. Mezi ostatni inflamazomy patii AIM2 (Absent in Melanoma 2), ktery sestava pouze
s PYD domény a NOD, a inflamazom Pyrin [131]. Kromé¢ struktury se vSechny inflamazomy
1i81 1 svymi ligandy. Z tohoto hlediska je nejvyznamnéjsi inflamazom NLRP3 [123].

NLRP3 (NOD-Like Receptor Family Pyrin Domain Containing 3), nebo tézZ NALP3, je
dosud nejvice charakterizovany inflamazom. Jeho vyznam spociva v reaktivité na velké
mnozstvi riznych signall ze skupiny DAMPs i PAMPs. Dosud byly popsany tii hlavni cesty
aktivace NLRP3, kanonicka, nekanonicka a alternativni. Lisi se ligandy i bunéénym typem, ve
kterém probihaji. Nejlépe popsanad kanonickd aktivace probihd pifevazné u makrofagh
a zahrnuje dva signaly (obrazek 8) [132]. Exprese NLRP3 u makrofagl v klidovém stavu je
velmi nizka a na sestaveni inflamazomu nestac¢i. Klidové makrofagy také postradaji hlavni
substrat kaspazy-1 pro-IL-1B. Prvni signal neboli ,,priming* expresi téchto proteint zvysuje. Je
zavisly na aktivaci transkripéniho faktoru NF-kB, kterd vychazi ze signalizacni kaskady PRRs
[133]. Mezi typické aktivatory prvniho signalu patii mikrobidlni produkty, napi LPS, nebo
endogenni molekuly, napt. TNF-a [134]. Samy o sobé ovSem k aktivaci NLRP3 nevedou.
Druhy signal zahrnuje vlastni sestaveni NLRP3. Je zavislé na konformacni zméné, kterou
jednotlivé NLRP3 prodélavaji pravdépodobné v dusledku tniku K* iontd (K' eflux) do
extracelularniho prostfedi [135]. Neni zcela jasné, zda K eflux nésleduje po rozpoznani
NLRP3 ligandt nebo zda k nému dochazi soubézné. Nicméné dle mnoha studii se jedna o dosud
jediny nalezeny spole¢ny znak piedchdzeji kanonickou a nekanonickou aktivaci [136].
Konformac¢ni zmény na NLRP3 vedou k sebeoligomerizaci a k interakci s adaptorovym
proteinem ASC (Apoptosis-Associated Speck-Like Protein) skrze vazbu ve svych PYD

doménéach. Nasledné se nc¢kolik NLRP3 se svymi ASC sestavuji do makromolekularniho
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komplexu a do odkrytych vazebnych mist na NLRP3 se vaze centrozomalni protein Nek7
(NIMA-Related Protein Kinase 7) [137]. Dochézi k masivni oligomerizaci ASC a navazani pro-
kaspazy-1, ktera se takto sama aktivuje. Aktivovand kaspaza-1 nasledné §tépi pro-IL-1p, pro-
IL-18 a GSDMD. Nakonec jsou aktivované IL-1f a IL-18 transportovany pomoci
transmembranového GSDMD-N ven z buiiky [138].
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Obrazek 8: Kanonicka aktivace NLRP3, vytvofeno pomoci Biorender.com

Sestaveni NLRP3 u makrofagli bylo dosud prokazano v ptitomnosti vyssi koncentrace
DAMPs, jako jsou katepsiny, HMGB1 (High-Mobility Group Box 1), krystaly kyseliny
mocové, a dale mitochondridlni poskozeni a s nim souvisejici ROS a nerovnovéha ionti.
Vyvolat ho mize téz pritomnost intracelularnich patogend, ptipadné prinik napt. Escherichia
coli do cytoplazmy [139]. V souvislosti s Escherichia coli ¢1 mitochondridlnim poSkozenim
dochazi k nekanonické aktivaci, kterd neziidka kon¢i bunéénou smrti spojenou s uvolnénim
prozanétlivych markert, tzv. pyroptdézou (obrazek 9) [132]. Podil na aktivaci zde maji kaspaza-
4 a kaspaza-5, které nezavisle na TLR4 specificky vazi LPS gramnegativnich bakterii a po
aktivaci $tépi cytoplazmatickou Cast pannexinu-1, ktery predstavuje membranovy kanal pro
ATP (Adenosine Triphosphate). Uvolnény ATP se v tomto pfipadé chova jako autokrinni

stimulator, ktery skrze purinoreceptor P2X7 iniciuje K* eflux a jesté vice posiluje aktivaci
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NLRP3 [140; 141]. V dasledku masivni tvorby GSDMD-N a P2X7 port je zménén osmoticky
tlak a buika praska, pfi¢emz do okoli unikd veskery jeji obsah. Da se ptedpokladat, ze
nekanonickd aktivace NLRP3 je nefyziologickym procesem asociovanym s fadou
autoimunitnich onemocnéni [142].

Nejméné probadand alternativni aktivace NLRP3 (obrazek 9) je charakteristickd pro
cirkulujici monocyty, které na rozdil od makrofagl exprimuji vysoky podil NLRP3. Tim padem
neni potieba dvou signall a produkce IL-1 nastava jiz po stimulaci LPS [143; 144]. Dilezitou
roli tu zastava signaliza¢ni kaskada skrze adaptorovy protein FADD (FAS Associated Death
Domain) a kaspazu-8, ale pfesny mechanismus aktivace je neznamy. Je zajimaveé, ze
pravdépodobné nedochazi k tiniku K" iontd ani k sestaveni komplexu, piestoZe se zapojuji jak

ASC, tak kaspaza-1. Vysledkem je slabsi, av§ak dlouhodoba produkce IL-18 [145].
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2. CILE PRACE

Cilem ptedkladané diserta¢ni prace bylo in vitro hodnoceni mozného prozanétlivého

ucinku vybranych CNMs, konkrétné nemodifikovanych GPs a MWCNTSs na zéklade¢:

(1) stanoveni cytotoxicity u vybranych exponovanych imunokompetentnich bun¢k

(2) stanoveni produkce cytokintl u vybranych exponovanych imunokompetentnich bunék

s ohledem na aktivitu inflamazomu NLRP3

(3) stanoveni modulacnich uc€inkti na fyziologické prozéanétlivé funkce vybranych

exponovanych imunokompetentnich bunék
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3. MATERIAL A METODY

3.1. CNMs a jejich charakterizace

K hodnoceni prozéanétlivého ucinku byly vybrany nasledujici CNMs:

GP1: nemodifikované grafenové platky, forma prasku (PL-P-G750; PlasmaChem GmbH,
Némecko)

GP2: nemodifikované grafenové platky, forma praSku, laskave poskytnuto prof. Adriele Prina-
Mello z centra CRANN (The Centre for Research on Adaptive Nanostructures and
Nanodevices, Trinity College Dublin, Irsko)

MWCNTs: nemodifikované mnohosténné karbonové nanotrubice, forma prasku (659258;

Merck, Némecko)

Detailni charakterizace pomoci rentgenové spektroskopie, Ramanovy spektroskopie
a termogravimetrické analyzy byla provedena ve spolupraci s Centrem materidli
a nanotechnologii (CEMNAT, Fakulta chemicko-technologickd, Univerzita Pardubice)
a s Ustavem fyzikélni chemie J. Heyrovského AV CR, v. v. i. (Praha). Vysledky jsou dostupné
jako doplilujici data v ndmi publikované praci [146]. Zakladni elementarni analyzu shrnuje

tabulka 1.

Tabulka 1: Elementarni analyza CNMs [146]

C(%) | O0(%)
GP1 92,5 7,5
GP2 95,5 4,5
MWCNTs 98,5 1,5

3.1.1. Optimalizace stabilizace nanomateriali v suspenzi

Vzhledem k hydrofobnimu charakteru pouzivanych nanomateriali musela byt nejprve
provedena vhodna stabilizace CNMs ve vodném prostiedi. Na zaklad¢ literarni reSerSe byl jako
vhodny detergent vybran cholat sodny (Merck, Némecko). V pilotnim pokusu byly vzorky
CNMs 30 min. homogenizovany ve 0,25% roztoku cholatu v milliQ vodé nebo absolutnim
etanolu (p.a., PENTA, Ceska republika) pomoci ultrazvukové sondy (Bandelin, Némecko).
Stabilita CNMs suspenze a stav agregace byly nasledn¢ ovéteny pomoci transmisni elektronové
mikroskopie (TEM), hodnoceni hydrodynamického priméru (Dn) a hodnoty polydisperzniho
indexu (PdI) (postup méteni viz dale). Dale byla pfipravena koncentra¢ni fada cholatu sodného

od pocatecni koncentrace 0,001 % a fedéné CNMs byly postupné proméfovany a ziskana data
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Cvwr

sodného pro stabilizaci GPs a MWCNTs, kdy nedochazi ke zméndm Hp a PdI po dobu

minimalné¢ 96 h, byla stanovena koncentrace 0,02 %.
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Obrazek 10: Reprezentativni ukazka hotové suspenze GPs

3.1.2. Priprava suspenzi

Zasobni suspenze MWCNTs (0,5 mg/ml) a obou GPs (0,25 mg/ml) byly ptipraveny
dispergovanim prasku v 0,02% cholatu sodném v milliQ vodé (Merck, Némecko) s naslednou
ultrazvukovou homogenizaci pomoci ,,microtip® sondy (GPs: 30 min, 75 % amplitudy;
MWCNTs: 5 min, 55 % amplitudy; Q700, QSonica, NY, USA). Z hotovych suspenzi byly
odebrany vzorky ke stanoveni zakladni charakterizace. Zasobni suspenze byly déle fedény do

kultiva¢nich médii.

3.1.3. Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Vzorky suspenzi byly 10krat nebo 100krat zfedény v milliQ vodé a naneseny ve formé
jedné kapky na mfizku pokrytou uhlikovou membranou. Po 1 min. byly kapky odsaty a mtizka
vysuSena pomoci filtraéniho papiru. Vzorky byly pozorovany mikroskopem Philips 208 S
Morgagni pii urychlovacim napéti 80 kV (FEIL, CA, USA).
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3.1.4. Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Pied vlastnim méfenim byly suspenze GP1 a GP2 10krat ziedény v milliQ vodé nebo
v plném kultivaénim médiu s obsahem 10 % FBS (kompletni slozeni viz kap. 3.2.1.). Méfeni
probihalo na zaklad¢ intenzity rozptyleného svétla (He laser o vinové délce 633 nm, thel
rozptylu 173°) pomoci pristroje Zetasizer Nano-Ultra (Malvern Panalytical Ltd, Malvern, UK).
Vysledné hodnoty Hp ve vod¢é a v médiu vychézi z aritmetického priméru minimalné Sesti

méfeni.

3.1.5. Zeta potencial

GP1, GP2 a MWCNTs suspenze byly 100krat ziedény v milliQ vodé€ a nasledné 2krat
ziedény ve vode nebo v kultivacnim médiu obsahujicim 10 % FBS (kompletni sloZeni viz kap.
3.2.1.) M¢éfeni zeta potencidlu ({) probihalo na pfistroji Zetasizer Nano-Ultra (Malvern
Panalytical Ltd, Malvern, UK).

Zavislost {-potencidlu a Hp na pH byla méfena pomoci pfistroje Zetasizer Nano ZSP
s titratorem MPT-2 (Malvern Panalytical Ltd, Malvern, UK). Pfed méfenim byly vSechny
suspenze CNMs ziedény v 10mM roztoku Na;HPO4 (pH 7,2; Merck, Némecko) a béhem
méfeni bylo pH postupné upravovano pomoci 10 mM NaOH nebo HCl (PENTA, Ceska
republika).

Data byla zaznamenana a analyzovana s vyuzitim Zetasizer Software v7.11. Hodnoty (-
potencialu byly vypocteny pomoci Smoluchowského rovnice. Kazd4 hodnota dat predstavuje

pramér ze tii méfeni.

3.1.6. Biologicka kontaminace

Ptitomnost biologické kontaminace vSech tii CNMs byla hodnocena pomoci bunécéné
eseje, ktera zahrnuje komeréné dostupné reportérové bunééné linie citlivé na TLR4 a TLR2
agonisty, HEK-Blue™-4, respektive HEK-Blue™-2 (InvivoGen, Francie). Tyto buiiky vychazi
z linie lidskych HEK293 (Human Embryonic Kidney Carcinoma), ktera je vyrobcem stabilné
transfekovana konkrétnimi geny, které zajistuji pozadovanou signalizaci (v tomto ptipadé
spojenou s TLR4, respektive TLR2), a genem pro sekretovanou alkalickou fosfatazu (SEAP,
Secreted Embryonic Alkaline Phosphatase). SEAP se aktivuje v dasledku aktivity NF-xB
navazané na pozadovanou signalni dréhu a vysledkem je produkce alkalické fosfatazy (AP).
Pritomnost AP v supernatantech je hodnocena kolorimetricky pomoci média QUANTI-Blue™,
kdy reakci substratu s AP dochazi k modrému zbarveni.

Bunécéné linie HEK-Blue™-4 a HEK-Blue™-2 byly udrzovany jako adherentni kultura
v selekénim médiu (viz kap. 3.2.1.) pfi teploté¢ 37 °C a v atmosféie 5 % CO,. Po dosaZeni
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~80 % konfluence byly bunky sklizeny sklepanim, stoceny (300 g, 5 min., pokojova teplota)
a resuspendovany v zakladnim médiu (viz kap. 3.2.1). Nasledn¢ byly nasazeny do 96jamkové
kultivaéni desti¢ky (5x10* bunék/jamka/200ul) a inkubovany se vzorky GP1, GP2 (60 pg/ml)
a MWCNTs (30 pg/ml). Bunky bez expozice, builky kultivované sultra CcCistym
lipopolysacharidem (LPSyp, 100 ng/ml, InvivoGen, Francie) a buiky kultivované s teplem
usmrcenymi bakteriemi Staphylococcus aureus (HKSA, 107 bakterii/ml, InvivoGen, Francie)
byly pouzity jako kontroly. Jako kontrola interference slouzily bunky exponované
kombinaci GP1, GP2 a MWCNTs s LPSyp, nebo HKSA. Po 24h inkubaci pfti teplot€¢ 37 °Ca 5 %
CO2 byly supernatanty (20 ul) pfeneseny do nové 96jamkové desticky a 2 h inkubovany se 180
pul QUANTI-Blue™ pfi teploté¢ 37 °C. Absorbance byla méfena pii vinové délce 630 nm
(spektrofotometr Synergy HTX, Biotek, Némecko).

Zivotnost bungk byla hodnocena pomoci méfeni tniku laktat dehydrogenazy (LDH,
CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay, Invitrogen, USA) z poSkozenych bunck do
supernatantll dle pokynl vyrobce, viz dale. Absorbance byla méfena pti 490 nm proti 690 nm

jako referen¢ni vinové délce (spektrofotometr Synergy HTX).

3.2. Bunécné populace

Potencialn€ imunotoxicky vliv GPs a MWCNTs byl sledovan u bunéénych populaci:

THP-1: lidské leukemicka monocytarni linie (The European Collection of Authenticated Cell
Cultures, ECACC, Salisbury, UK)

THP1-null: linie odvozena od THP-1, pozitivni kontrola aktivace inflamazomu NLRP3
(stabilni exprese NLRP3, ASC a pro-kaspazy 1, InvivoGen, Francie)

THP1-defNLRP3: linie odvozena od THP-1, negativni kontrola aktivace inflamazomu NLRP3
(knockdown exprese NLRP3 genu, InvivoGen, Francie)

THP1-defASC: linie odvozena od THP-1, negativni kontrola aktivace inflamazomu NLRP3
(knockdown exprese ASC genu, InvivoGen, Francie)

THP1-HMGBI1-Lucia™: reportérova bunécéna linie odvozena od THP-1, detekce pyroptozy
(stabilni exprese fizniho proteinu HMGBI1::Lucia, InvivoGen, Francie)

Primarni monocyty: Izolace monocytli z periferni krve dobrovolnych darct probihala se
souhlasem Etické komise Lékaiské fakulty a Fakultni nemocnice v Hradci Kralové (.

201902 S22P)
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Jako detek¢ni systém byly vyuzivany bunécné eseje zaloZzené na reportérovych buiikach
odvozenych od linie HEK293, které v reakci na konkrétni ligand tvoii AP. Princip detekce je
analogicky s hodnocenim kontaminace, viz kap. 3.1.6.:

HEK-Blue™ IL-18: specificka detekce lidského IL-1B v rozmezi 0,1 — 100 ng/ml (stabilni
exprese IL-1R1, SEAP, knockdown hTNFRI, hTNFRII, InvivoGen, Francie)

HEK-Blue™ IL-6: specificka detekce lidského IL-6 v rozmezi 0,03 — 10 ng/ml (stabilni exprese
IL-6R, STAT3, SEAP, InvivoGen, Francie)

HEK-Blue™-4: specificka citlivost viici TLR4 agonistim (LPS: 0.01 EU/ml; stabilni exprese
hTLR4, SEAP, soucast HEK-Blue™ LPS Detection Kit, InvivoGen, Francie)

HEK-Blue™-2: specifické citlivost vi¢i TLR2 agonistim (stabilni exprese hTLR2, SEAP,

soucast PlasmoTest™ - Mycoplasma Detection Kit InvivoGen, Francie)

3.2.1. Kultivace a uchovavani bunécnych linii

Pokud neni uvedeno jinak, probihaly v§echny kultivace a inkubace vzdy v inkubatoru pii
37 °C v 5 % COa. Pro kultivaci byla vyuZivana média RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institute 1640) a DMEM (Dulbecco’S Modified Eagle’S Medium) bez fenolové Cervené od
firmy Corning (MA, USA), inaktivované fetalni bovinni sérum s nizkym obsahem endotoxinu
(FBStE, Biosera, MO, USA), GlutaMAX™ (Gibco, MA, USA), pyruvat sodny, HEPES,
antibiotika penicilin a streptomycin (Merck, Némecko), Normocin™ (InvivoGen, Francie)
a selekeni antibiotika Hygromycin B Gold, Zeocin® a HEK-Blue™ Selection (Invivogen,

Francie). SloZeni médii pro konkrétni bunécné linie je zndzornéno v tabulkach 2 a 3.

Tabulka 2: Slozeni kultiva¢nich médii linii THP-1

Zakladni Selekéni
THP-1 | THP1-null/defNLRP3/defASC| THP1-HM GB1-Lucia™
RPMI 1640 RPMI 1640 RPMI 1640
FBS; i 10 % (v/v) 10 % (v/v) 10 % (v/v)
GlutaM AX™ 2 mM 2 mM 2mM
Pyruvat sodny 1 mM 1 mM 1 mM
HEPES 10 mM 25 mM 25 mM
Penicilin 50 U/ml 100 U/ml 100 U/ml
Streptomycin 50 ug/m 100 pg/ml 100 pg/m
Normocin™ 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml
Hygromycin B 200 pg/ml
Zeocin® 100 pg/ml
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Tabulka 3: Slozeni kultiva¢nich médii linii HEK293

Zakladni Selekéni
HEK HEK IL-1p |HEK-Blue™ IL-6| HEK-Blue™ -4/-2
DMEM DMEM DMEM DMEM
FBS; g 10 % (v/v) 10 % (v/v) 10 % (v/v) 10 % (v/v)
GlutaM AX™ 2 mM 2 mM 2 mM 2 mM
Penicilin 50 U/ml 50 U/ml 50 U/ml 50 U/ml
Streptomycin 50 pg/ml 50 pg/ml 50 pg/ml 50 pg/ml
Normocin™ 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml
Hygromycin B 200 pg/ml
Zeocin® 100 pg/ml
HEK-Blue™ Selection 0,4 % (V/v) 0,4 % (V/V)

Bunky monocytarni linie THP-1 byly po rozmrazeni kultivovany v zdkladnim médiu,
pricemz transfekované THP-1 byly po 2. pasazi preneseny do selek¢niho média. VSechny THP-
1 byly udrzovéany ve formé bun&éné suspenze v koncentraénim rozmezi 1x10°-8x10° bunék/ml
(THP-1) a 5x10°~1,8x10° bunék/ml (transfekované THP-1).

Bunky odvozené od linie HEK293 byly po rozmrazeni kultivovany v zédkladnim médiu
a nasledné po 2. pasézi preneseny do selekéniho média. VSsechny HEK byly udrzovany jako
adherentni kultura a pasdzovany po dosazeni ~80 % konfluence.

Pted vlastnimi experimenty byly veSkeré buiiky vzdy pocitany pomoci trypanové modii
(0,2 %, Gibco, MA, USA) v Biirkerové komirce (Blau Brand, Némecko) pod optickym
mikroskopem (Nikon Eclipse TS2, Nikon, Japonsko). Zasobni populace v koncentraci 3—5x10°
bunék/ml byly vZzdy uchovavany zamrazené v parach dusiku (-165 °C) v zamrazovacim médiu
stavajicim se z20 % FBSrg, 10 % dimethylsulfoxidu (DMSO, Merck, Némecko) a 70 %
RPMI/DMEM.

3.2.2. Izolace monocyti

Ke sbéru plné krve pro izolaci monocytl byly pouZzity odbérové zkumavky Vacutainer®
obsahujici Na;EDTA (Becton Dickinson, Ceska republika). Dale byla plna krev odebirana do
zkumavek Vacutainer® bez antikoagulacniho c¢inidla, kdy se krev nechala 1 h srazet pfi
pokojové teploté a nasledné byla stoCena pii 1000 g, 10 min. Ziskané autologni sérum bylo
odebrano pro ptipravu kultivatniho média. Monocyty byly izolovany na zakladé negativni
selekce inkubaci krve s RosetteSep™ Human Monocyte Enrichment Cocktail dle protokolu
vyrobcee (50 ul/ml, STEMCELL Technologies Inc., Kanada). Nechténé populace byly oddéleny
centrifugaci (1200 g, 20 min., pokojova teplota) na zékladé¢ hustotniho gradientu
v Histopaque®-1077 (Merck, Némecko). Zbytkové erytrocyty byly odstranény lyza¢nim
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roztokem obsahujicim 150 mM KH4Cl, 10 mM KHCO3 a 0,1 mM Na;EDTA (pH 7,2; Merck,
Némecko). Izolované monocyty byly 2krat promyty 2% FBSig v PBS a nakonec
resuspendovany v kultivacnim médiu RPMI 1640 bez fenolové cervené, které obsahovalo 20 %
autologniho séra, 2 mM GlutaMAX™ a antibiotikum Primocin™ (100 pg/ml, InvivoGen,

Francie).

3.2.3. Stanoveni Cistoty izolace monocyti

Cistota izolace monocytd byla stanovena pomoci pritokové cytometrie (cytometr
Navios™, Beckman Coulter, KA, USA), kdy jednotlivé bunééné populace byly rozliSeny na
zéklad¢ exprese specifickych povrchovych znakl. Po odstranéni erytrocytl byla ¢ast izolatu
promyta roztokem PBS obsahujicim bovinni sérovy albumin (BSA, 1 %; Merck, Némecko),
FBS (2 %) a NaNj3 (0,1 %; Merck, Némecko) a inkubovana ve tm¢ 15 min. pfi pokojové teploté
s protilatkami proti CD16 FITC (klon 3G8), CD56 PE (klon N901), CD19 ECD (klon J3-119),
CD8 PC5.5 (klon B9.11), HLA-DR PC7 (klon Immu-357), CD3 APC (klon UCHT1), CD4
APC-Alexa 700 (klon 13B8.2), CD14 APC-Alexa 750 (klon RMO52), CD7 PB (klon 8HS.1),
a CD45 KO (klon J33). VSechny protilatky byly zakoupeny od spole¢nosti Beckman Coulter.
K vyhodnoceni analyzy vzorkii vcetné nastaveni kompenzaci byl vyuzit software Kaluza

(Beckman Coulter). Reprezentativni gatovaci strategii znazorituje obrazek 11.
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Obrazek 11: Reprezentativni gatovaci strategie hodnoceni Cistoty izolace monocyt

3.3. Expozice bunék CNMs

Na vlastni hodnoceni cytotoxického a prozanétlivého a protizanétlivého uc¢inku CNMs
byly vyuZivany bunéfnd linie THP-1 a primarni monocyty. Buiiky THP-1 byly vzdy pred
vlastni expozici diferencovany na THP-1 makrofadgy (obrazek 3) pomoci PMA (Merck,
Némecko). Postup diferenciace probihal tak, Ze suspenzni THP-1 byly v koncentraci 1x10°
bunék/ml nasazeny do 6jamkovych (1,8x10° bunék/jamka/1 ml) nebo 96jamkovych (1,8x10°
bunék/jamka/200 pl) kultivacnich desti¢ek a 3 hodiny inkubovany s PMA (50 ng/ml). Poté bylo

médium s PMA opatrné odsato a buiiky se nechaly dalSich 72 h diferencovat v kultiva¢nim
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médiu jiz bez PMA. Takto diferencované bunky byly déle pti zachovéani pavodniho objemu
exponovany riznym koncentracim CNMs.
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Obrazek 12: Schéma diferenciace THP-1 monocytl na makrofagy: Diferencované THP-1 makrofagy se piestaly
délit a adherovaly k povrchu kultivaéni desticky, métitko: 20 pm

Transfekované linie THP-1 byly pouzity pro specifické hodnoceni aktivace NLRP3
a jejich pfiprava probihala dle pokynl vyrobce, viz déle.

Cerstvé izolované monocyty byly resuspendovany v kultivaénim médiu, spogitany
v Biirkerové komirce a v koncentraci 2x10° bunék/ml nasazeny do 6jamkovych (2x10°
bunék/jamka/1 ml) nebo 96jamkovych (2x10° bunék/jamka/200 ul) kultivacnich desti¢ek. Po
1 hodin¢ inkubace byly odstranény nepfisedlé bunky a ptidany CNMs v rtiznych koncentracich

(pti zachovani ptivodniho objemu).

3.3.1. Intracelularni lokalizace CNMs pomoci TEM

V 6jamkovych destickach byly THP-1 makrofagy a izolované monocyty 24 h inkubovany
s MWCNTs (25 pg/ml), GP1 (50 pug/ml), nebo GP2 (50 ug/ml). Nésledné byly bunky promyty
DPBS pufrem (Merck, Némecko), fixovany ve studeném 3% glutaraldehydu (Merck,
Némecko) a po promyti Milloning pufrem (135 mM NaH>PO4x2H>0O, 107 mM NaOH, Merck,
Némecko) znovu fixovany v 1% roztoku OsO4 v Milloning pufru. Vzorky byly postupné
dehydratovany v acetonové fadé (30% 50%, 70%, 90%, 100%, 100%), zality ve smési Epon-
Durcupan (Epon 812 Serva, Heidelberg, Némecko; Durcupan, ACM Fluka, Buchs, Svycarsko)
a polymerovany pii 60 °C po dobu 72 hodin. Na ultramikrotomu UC 7 (UC 7, Leica, Rakousko)
byly pomoci sklenénych nozl natezany ultratenké fezy (60 nm), které byly kontrastovany 2%
octanem uranylu a 2% citratem olovnatym. Rezy byly pozorovany pomoci mikroskopu Philips

208 S Morgagni, (FEI, San Jose, CA, USA).
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3.3.2. Hodnoceni cytotoxicity CNM stanovenim uvolnéni LDH

V 96jamkovych destickach byly THP-1 makrofagy a izolované monocyty exponovany
raznym koncentracim GP1, GP2 a MWCNTs po dobu 24-48 h. Buiiky bez expozice a buiky
kultivované s 0,004% cholatem sodnym byly pouzity jako kontroly. 45 min. pfed ukoncenim
expozice byl ke kontrolnim bunkam piidan lyzacni roztok (10krat koncentrovany, Invitrogen,
USA). Aby se odstranily CNMs, byly nasledné odebrané supernatanty stoceny pii 10 000 g,
10 min. Cisté supernatanty spolu s lyzaty byly po 50 pl pfeneseny do nové 96jamkové desticky
a zbytek byl uschovan pro méfeni cytokinii, viz dale. K hodnoceni byla pouzita souprava
CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay, (Invitrogen, USA). Ke vzorkiim byl pfidan substrat
(50 pl) a desticka se nechala 30 min inkubovat za pokojové teploty ve tmé. Nakonec byl ptfidan
STOP roztok a byla ode¢tena absorbance pii 490 nm proti 690 nm jako referenéni vinové délce

(spektrofotometr Synergy HTX).

3.3.3. Stanoveni produkce cytokini pomoci ELISA metody

Supernatanty ziskané z exponovanych monocytii a THP-1 makrofagi byly hodnoceny
pro pritomnost cytokinti IL-6, TNF-a a IL-10 pomoci sendvi¢ové ELISA metody. Byly pouzity
soupravy od firmy Bio-Techne R&D Systems s.r.o. (MN, USA) a to konkrétné: Human IL-6
Quantikine ELISA Kit (citlivost 0,7 pg/ml), Human TNF-alpha Quantikine ELISA Kit (citlivost
6,23 pg/ml) a Human IL-10 Quantikine ELISA Kit (citlivost 3,9 pg/ml). Postup probihal dle
protokolu vyrobce. Redéni supernatanti se fidilo dle pilotnich méfeni danych bunék s pozitivni
kontrolou LPS (z Escherichia coli O55:B5; Merck, Némecko) ve finalni koncentraci 100 ng/ml.
Vysledné fedéni supernatantt bylo 25krat (IL-6) a Skrat (TNF-a, IL-10). Pokusy byly nasledné

opakovany s finalnim fedénim 2krat.

3.3.4. Stanoveni alternativni aktivace NLRP3 pomoci detekce IL-1§

Hodnoceni produkce IL-1B izolovanych monocytli probihalo pomoci bunétné eseje
zahrnujici HEK-Blue™ IL-1B. Izolované monocyty byly 24 h inkubovany s GP1, GP2
a MWCNTs v 96jamkové kultivaéni desticce. Neexponované monocyty, monocyty
kultivované s 0,004% cholatem sodnym a monocyty kultivované s LPSy;, (100 ng/ml) slouzily
jako kontroly. Pro ovéteni specifické aktivace NLRP3 byl pouzit inhibitor MCC950 (10 uM,
Invivogen, Francie). Po skonceni inkubace byly supernatanty (50 pl) pteneseny do nové
96jamkovée desticky a ke kazdému z nich bylo pfidano 150 pl bunééné suspenze HEK-Blue™
IL-1PB ve findlni koncentraci 5x10* bunék /jamku. Po 48 h inkubace bylo 50 ul supernatantu
pteneseno ke 150 pl QUANTI-Blue™ a po 1 h inkubace byla ode¢itana absorbance pii 630 nm.
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Obrazek 13: Schéma nasazeni pokusu: RPMI — neexponované monocyty; HEK — kontrola eseje; rIL-1p —
rekombinantni IL-1f (250 ng/ml) pozitivni kontrola eseje; GP1/GP2/MWCNTs — koncentrace 5-60 pg/ml; CH —
monocyty exponované cholatu sodnému; MCC950 — inhibitor spolu s CNMs

3.3.5. Stanoveni kanonické aktivace NLRP3 pomoci detekce IL-1

Ke stanoveni kanonické aktivace NLRP3 byly pouzity THP1-null bunky, které byly
vyrobcem standardizovany jako pozitivni kontrola kanonické aktivace NLRP3. Jako kontrola
specifity NLRP3 byly vyuzity deficientni bunky THP1-defNLRP3 a THP1-defASC. K detekci
produkovaného IL-1pB byly pouzity HEK-Blue™ IL-1p. Nejdiive byly vSechny THP-1 buiiky
nasazeny do 96jamkové desticky (3,6x10° bungk/jamka/200 pl) a aktivovany pomoci LPSyp
(1 pg/ml, 1. signal kanonické aktivace). Po 3 h inkubace bylo médium s LPS,, odstranéno
a nahrazeno médiem s GP1, GP2 a MWCNTs (2. signdl kanonické aktivace). Neexponované
buiiky, buiiky kultivované s 0,004% cholatem sodnym a bunky kultivované s ATP (5 mM,
Invivogen, Francie) slouZily jako kontroly. Pro vylouceni pfipadné inhibice a interference byly
LPSyp aktivované THP1-null kultivovany s kombinaci muramyl dipeptidu (MDP, 10 pg/ml,
Invivogen, Francie) a GP. Bunky exponované pouze MDP slouZily jako kontrola. Postup

hodnoceni supernatantii probihal totozné jako u monocyti.
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Obrazek 14: Schéma nasazeni pokusu: RPMI — LPSup stimulované THP1-null bez expozice; CH — LPSup
stimulované THP1-null exponované cholatu sodnému; HEK — kontrola eseje; rIL-1 — rekombinantni IL-1f (250
ng/ml) pozitivni kontrola eseje; GP1/GP2/MWCNTs — koncentrace 560 pg/ml
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THP1-null

MDP
GP1 50
25 HEK
GP2 50
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riL-1B
RPMI

Obrazek 15: Schéma nasazeni pokusu: RPMI — LPSup stimulované THP1-null bez expozice; HEK — kontrola
eseje; rIL-1B — rekombinantni IL-1B (250 ng/ml) pozitivni kontrola eseje; GP1/GP2 — koncentrace 25 a 50 pg/ml

3.3.6. Hodnoceni poskozeni lysozomi pomoci detekce katepsinu B

THP1-null byly nasazeny do 6jamkovych desti¢ek v koncentraci 1x10° bungk/ml a 3 h
aktivovany pomoci LPSy, (1 pg/ml). Po aktivaci bylo médium opatrné odsato a nahrazeno
médiem s GP1, GP2 nebo MWCNTs (30 pg/ml). Jako pozitivni kontrola slouzily buiky
osetfené Leu-Leu metyl ester hydrobromidem (LLME, 100 uM, Merck, Némecko). Inkubace
probihala 2, 6 a 24 h. Pot¢ byly buiiky opatrné¢ seskrabnuty pomoci bunécné skrabky, 2krat
promyty v DPBS pufru a resuspendovany v kultivatnim médiu v koncentraci 2x10%/ml.
Suspenze byly pieneseny do kultivacnich misek se sklenénym dnem p—Slide (Ibidi GmbH,
Némecko) a postupné 1 h inkubovany s cresil violet — (arginin-arginin)> (CV-(RR)2) a 10 min.
barveny pomoci Hoechst 33342. Reagencie byly soucasti soupravy CV-Cathepsin Detection
Kit, (Enzo Life Sciences, Inc., NY, USA). Zivé buiiky byly snimany za b&Znych kultivaénich

podminek pomoci konfokéalniho mikroskopu SP-2 (Leica Microsystems, Némecko).

3.3.7. Hodnoceni pyroptozy pomoci detekce HMGB1

Ke stanoveni pyroptozy byly vybrany reportérové bunnky THP1-HMGB1-Lucia™, které
pii pyroptické smrti uvoliiuji do supernatantu luminiscenéné zna¢eny HMGBI1. Buiky byly
v podtu 1x10%/jamku/200 pl nasazeny do 96jamkové desti¢ky a nechaly se 3 h inkubovat s PMA
(50 ng/ml) a néasledn¢ 72 h diferencovat v cerstvém médiu. Diferencované buniky byly 24 h
inkubovany s GP1, GP2 a MWCNTs. Buiiky bez expozice, exponované cholatu sodnému nebo
nanocasticim Si0> (100 pg/ml, Invivogen, Francie) byly pouzity jako kontroly. Supernatanty
(10 pl) byly pteneseny do bilé 96jamkové desticky a pomoci injektort (Biotek, Némecko) bylo
ke kazdému vzorku pfidano 50 pl roztoku QUANTI-Luc™ (Invivogen, Francie). Luminiscence

byla odecitdna na multidetekénim spektrofotometru HTX Synergy.
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3.4. Hodnoceni modulace imunitni funkce

Pro hodnoceni modula¢nich G€inktit CNMs na fyziologické funkce imunitnich bun¢k byly
vybrany nejvyssi necytotoxické koncentrace GPs (60 ng/ml) a MWCNTs (30 pg/ml). THP-1
makrofagy nebo izolované monocyty byly v 96jamkovych destickdch 24 h inkubovany
s CNMs. Neexponované buiiky byly pouzity jako kontroly. Nasledné bylo médium vyménéno
a nepohlcené CNMs odstranény. K buiikam vcetné kontrol byly na dalSich 24 h pfidany teplem
usmrcené (HK, heat killed) bakterie v ¢erstvém kultivaénim médiu, konkrétné: Escherichia coli
sérotyp 0111:B4 (HKEB), Staphylococcus aureus (HKSA) a Pseudomonas aeruginosa
(HKPA) (InvivoGen, Francie) ve finalni koncentraci 1x107 bakterii/m1//200 pl. Buiiky bez
jakékoli expozice, buiiky exponované pouze CNMs nebo bakteriim byly pouzity jako kontroly.
Po ukonceni inkubace byly sebrany supernatanty, které byly rozdéleny na analyzu cytokint

a na hodnoceni zivotnosti bun¢k pomoci stanoveni LDH.

HKEB HKSA HKPA
GP1 60 60 60
GP2 60 60 60
MW(CNTS 30 30 30
RPMI GP1 GP2 MWCNT
RPMI Lyzat

Obrazek 16: Schéma nasazeni pokusu imunomodulace: RPMI — neexponované monocyty/THP-1 makrofagy;
HEK — kontrola eseje; rIL-1p — rekombinantni IL-1B (250 ng/ml) pozitivni kontrola eseje;
GP1/GP2/MWCNTs — koncentrace 5—60 pg/ml; RPMI+GP1/GP2/MWCNTs — kontrolni expozice bez bakterii

3.4.1. Stanoveni modulace produkce cytokinii

TNF-a a IL-10 byly v supernatantech hodnoceny pomoci sendvicové ELISA metody, a to
konkrétné s vyuzZitim souprav od firmy Bio-Techne R&D Systems s.r.o. (MN, USA): Human
TNF-alpha Quantikine ELISA Kit (citlivost 6,23 pg/ml) a Human IL-10 Quantikine ELISA Kit
(citlivost 3,9 pg/ml). Postup probihal dle protokolu vyrobce. Vysledné fedéni supernatantii
u THP-1 makrofagl bylo 2krat a izolovanych monocytt 10krat (IL-10) a Skrat (TNF-a).
Stanoveni IL-6 probihalo pomoci bunécné eseje HEK-Blue™ IL-6 a to tak, Ze supernatanty
byly ptfeneseny do nové 96jamkové kultivacni destiCky a k nim bylo pfidano 180 ul suspenze

HEK-Blue™ IL-6 v koncentraci 5x10* bun&k/jamku. Inkubace probihala 24 h. Nasledné bylo
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20 pl supernatantu smichano se 180 ul QUANTI-Blue™ a po 1 h inkubace byla odecitana
absorbance pii vlnové délce 630 nm (spektrofotometr Synergy HTX).

3.4.2. Stanoveni fagocytarni aktivity

V kultivaénich miskach se sklenénym dnem p-Dish®**™ (Ibidi GmbH, Némecko) byly
THP-1 makrofagy nebo izolované monocyty 24 h inkubovany s GP1, GP2 (60 ug/ml)
a MWCNTs (30 pg/ml). Poté co byly buiiky opatrné promyty DPBS pufrem, byla k nim ptidana
suspenze pHrodo™ Red E. coli BioParticles™ (EC; 200 pg/ml, Life Technologies, CA, USA)
v kultivaénim médiu. Buiikky bez ptedchozi expozice kultivované pouze s EC slouzily jako
kontrola. Po 3 h inkubace byly bunky 2krat promyty DPBS pufrem a v DPBS pufru pozorovany
v holotomografickém mikroskopu Nanolive 3D Cell Explorer-fluo (Nanolive, Svycarsko).
Fotografie byly pofizeny a analyzovany pomoci programu STEVE verze 1.6.3496 (Nanolive,
Svycarsko). Po dokonéeni mikroskopické analyzy byly buiiky opatrné seskrabnuty, pfeneseny
do cytometrickych zkumavek a stoceny pii 300 g, 10 min. Bunééné pelety byly resuspendovany
v PBS obsahujicim 1 % BSA, 2 % FBS 0,1 % NaN3 a | mM EDTA a znovu stoCeny pii 300 g,
10 min. Analyza fluorescen¢niho signalu (30 000 bungk) probéhla pomoci prutokového
cytometru Navios™ (Beckman Coulter, KA, USA) s pouzitim 488nm argon-iontového laseru
a 620/30 FL3 kanalu. Kvili vylouceni mozné interference byly analyzovéany také vzorky

s CNMs bez pritomnosti EC.

1,0M = B 1,0M = THP-1 makrofagy
] 1 88,4 %

800K = 800K =

7 Singlety
85,3%
600K =

FS-A:: FS INTLIN
FS-A :: FSINT LIN

400K =

200K = 200K =

L e e e e e e B L e I (L L A O S B B e e |
0 100K 200K 0 200K 400K 600K 800K 1,0M

FS-H :: FS INT LIN 88-A:: SSINTLIN

Obrazek 17: Gatovaci strategie analyzy THP-1 makrofagt
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Obrazek 18: Gatovaci strategie analyzy monocyti

3.4.3. Hodnoceni diferenciace monocyti po expozici CNMs

Izolované monocyty byly nasazeny do 6jamkové desticky a 24 h inkubovany s GP1, GP2
(60 pg/ml) a MWCNTSs (30 pg/ml). Po ukonceni inkubace bylo médium s CNMs vyménéno za
cerstvé s 10 % autologniho séra a bez CNMs a monocyty se nechaly diferencovat po dobu 7
dni. Stav jejich diferenciace byl porovnavan s kontrolnimi monocyty, které nebyly exponovany
zadnym CNMs. Po ukonceni experimentu byly vSechny buniky vcetné kontrol opatrné
seSkrabnuty a sto¢eny pii 300 g, 10 min. a resuspendovany v PBS obsahujicim 1 % BSA, 2 %
FBS a 0,1 % NaN3 a inkubovany 15 min. ve tmé (pokojova teplota) s protilatkami proti CD64
PE (klon 22, Beckman Coulter, Brea, KA, USA) a CD163 FITC (klon Mac2-158, Becton
Dickinson, Ceska republika). Analyza fluorescenéniho signalu (60 000 bun&k) probéhla
pomoci prutokového cytometru Navios™ (Beckman Coulter, KA, USA) s pouzitim 488nm
argon-iontového laseru a kanalech 525/40 FL1 a 575/30 FL2. V dusledku vysoké a variabilni
autofluorescence jednotlivych vzorki se vysledné hodnoty MFI (Median Fluorescence Intesity)
stanovily jako pomér oznacené a neoznacené varianty pro kazdy typ vzorku zvlast, vcetné
kontroly bez expozice CNMs.

Morfologie byla sledovdna pomoci optické mikroskopie (Nikon Eclipse TS2, Nikon,
Japonsko) a holotomografické mikroskopie (Nanolive 3D Cell Explorer-fluo, Nanolive,

Svycarsko).
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Obrazek 19: Gatovaci strategie analyzy primarnich makrofagt

3.5. Statistické hodnoceni

Vysledna data vSech pokusii byla ziskdna minimalné ze tii nezavislych méfeni
provedenych v duplikatech nebo triplikatech. Hodnoceni probihalo pomoci programu
GraphPad Prism™ verze 8.2.1 (GraphPad Software Inc., CA, USA). Na zakladé Shapiro-
Wilkova testu normality byla provedena bud parametrickd nebo neparametricka analyza
rozptylu (ANOVA) nasledovand Dunnettovym nebo Kruskal-Wallisovym post hoc testem. Pti
mnohonasobném porovnani byla uplatnéna Bonferroniho korekce. V ptipadé testovani
modulace produkce cytokinti byly vysledky hodnoceny oddélené pomoci parového t-testu, nebo
parového Wilcoxonova testu. Statistickd vyznamnost byla ur¢ena na zéklad¢ p-hodnot, kdy
* p<0,05; ** p<0,01; a *** p<0,001. Pokud neni uvedeno jinak, data jsou znazornéna jako

sttedni hodnoty + standardni odchylka.
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4. VYSLEDKY

4.1. Charakterizace CNMs

4.1.1. Velikost, tvar a naboj

Morfologie GP1, GP2 a MWCNTs v suspenzi byla hodnocena pomoci TEM (obrazek
20). Snimky ukazaly, ze vSechny tfi CNMs maji heterogenni tvar, velikost a v piipadé
MWCNTs i délku. Oba GPs tvorily mensi nepravidelné agregaty (obrazek 20d,e), pfi¢emz
vyrazné mensi GP1 (laterdlni velikost 80-200 nm) tvofil spiSe vlo¢ky podobné hrudkam, coz
ukazuje na vyrazn¢ nizsi kvalitu. Naopak GP2 tvofil velké platy o lateralni velikosti ptiblizné
250400 nm s okraji pfipominajici tvar Cepele (obrazek 20b). MWCNTs tvofily az 10 pm
dlouhé trubice o priméru piiblizné¢ 80-200 nm a s hladkym povrchem (obrazek 20c). Kromé
samostatnych trubic byly pozorovany i mens$i agregaty obsahujici rtizné zalomené trubice.

Mista zlomu a kraje Casto tvoftily kulovité utvary (obrazek 20f).

GP1 GP2 MWCNTs

500 nm
E——

2000 nm

Obrazek 20: Reprezentativni TEM snimky GP1, GP2 a MWCNTs

Velikost a distribuce ¢astic byla dale hodnocena pomoci stanoveni hydrodynamického
pruméru Dy. Vzhledem k tomu, Ze metoda méteni je optimalni pouze pro sférické Castice,
nebyly MWCNTs touto metodou hodnoceny. Vysledné hodnoty odpovidaly velikostem
pozorovanym v TEM. Primérné hodnoty Dy po nafedéni v milliQ vodé byly u GP1 179 + 103
nm (obrazek 21a) a u GP2 332 £ 85 nm (obrazek 21b). Du obou GPs se po natedéni do
kultiva¢niho média zvysil jen minimalné. Hodnoty polydisperzniho indexu PdI ziistaly ve vSech

ptipadech niZsi nez 0,3, coZ odpovidd homogenni distribuci materiala.
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Obrazek 21: Reprezentativni kiivky distribuce velikosti (a) GP1 a (b) GP2 v milliQ vod¢ a kultivaénim médiu

Stabilita CNMs byla déle sledovana dle hodnoty Z-potencialu (obrazek 22a). Vyrazny

negativni potencial (< -40 mV) v neutralnim pH vSech tii sledovanych CNMs odpovida funk¢ni

stabilizaci cholatem sodnym. To potvrzuji i kiivky Du v rozmezi pH 5-8 (obrazek 22b).

Okyseleni pH vedlo ke sniZeni absolutni hodnoty -potencidlu (> -20 mV) a zaroven naristu

agregace a zvySeni Dy. Preneseni CNMs do kultivacniho média (pH 7,2) vedlo ke tvorbé

proteinové korony, kdy absolutni hodnota Z-potencialu klesla na hodnoty blizké -10 mV, ale

zéaroven byla zachovana homogenni distribuce. Zakladni naméfené tidaje shrnuje tabulka 4.

a
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Obrazek 22: Zavislost (a) {-potencialu a (b) Dy na pH

b
= 1500~
E o GP1
= 12501
E - (GP2
‘2 1000
[-9
g 7504
§
2 so0
)
.§ 2504
2
T 9

Tabulka 4: Zakladni charakteristiky CNMs v suspenzi fedéné v milliQ vodeé a kultivacnim médiu

milliQ voda
Dy (nm) | Pdl
GP1 179+ 103 | 0,188
GP2 332 +£85 | 0,293
MWCNTs -

C-potencial (mV)
-42,5+6,9
-347+7

- -39,1 £ 6,7

kultiva¢ni médium (10% FBS y)

Dy (nm) Pdl | C-potencial (mV)
208 =103 | 0,203 -8,52+ 153
359+ 123 | 0,226 - 10,8+ 12,3

- - -13,1 £ 12
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4.1.2. Biologicka kontaminace CNMs

Mozna biologicka kontaminace byla hodnocena pomoci bunéénych eseji HEK-Blue™-4
a HEK-Blue™-2, které se v pfitomnosti svych ligandi (TLR4 a TLR2) aktivuji a produkuji AP,
ktera se stanovuje spektrofotometricky. GP1, GP2 (60 pg/ml) ani MWCNTs (30 pg/ml)
neaktivovaly produkci AP u danych bun¢k, ¢imz byla vyloucena bakterialni kontaminace, ¢i
kontaminace samotnym LPS (obrazek 23a). Jako pozitivni kontroly slouzily LPSyp (100 ng/ml,
TLR4) a HKSA (107 bunék/ml, TLR2). Zarovei bylo potvrzeno, ze zadny z CNMs sam o sobg
TLR4 a TLR2 neaktivuje. Ptipadny cytotoxicky ucinek CNMs byl hodnocen pomoci vyliti
LDH zposkozenych bun¢k do supernatantu, kdy exponované bunky byly porovnany

s neexponovanou kontrolou (obrazek 23b).

B HEK-Blue™-4 B HEK-Blue™ -4 Calls
E HEK-Blue™-2 E HEK-Blue™-2 Calls

DMEM oP1

Obrazek 23: (a) Hodnoceni aktivace HEK-Blue™-4 a HEK-Blue™-2; Data jsou prezentovana jako pramér
+ standardni odchylka; *** p <0,001 zduraziuje statistickou vyznamnost ve srovnani s neexponovanou kontrolou
(DMEM). (b) Zivotnost HEK-Blue™-4 a HEK-Blue™-2; Data jsou prezentovana jako podil méfeného LDH
exponovanych bunék a neexponované kontroly (DMEM) a zobrazena jako pramér + standardni odchylka.

Zaroven byla hodnocena moZzna interference pouzitych CNMs s bunéénymi esejemi tak,
7ze HEK-Blue™-4 a HEK-Blue™-2 byly exponovany bud’ samotnému TLR ligandu (100 ng/ml
LPSyp, 107 bunék/ml HKSA) nebo zaroven kombinaci stejné koncentrace ligandu a GP1, GP2
(60 pg/ml) a MWCNTs (30 pg/ml). Z obrazku ¢. 24 vyplyva, ze Zadny z CNMs vyznamné

neovliviioval vysledky produkce AP.

2.0 E HEK-Blue™-4
E HEK-Blus™-2

1.5

DMEM LPS LPS LPS LPS HKSA HKSA HKSA HKSA
+GP1 +GP2 + MWCNTs +GP1 +GP2 +MWCNTs

Obrazek 24: Grafické znazornéni sledovani mozné interference CNMs s eseji; DMEM: negativni kontrola eseje.
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4.2. Bunécna expozice CNMs

4.2.1. Intracelularni lokalizace
Intracelularni lokalizace GP1, GP2 (50 pg/ml) a MWCNTs (25 pg/ml) byla hodnocena
u THP-1 makrofagi a izolovanych monocytti pomoci TEM (obrazek 25).

THP-1 makrofagy Primarni monocyty
W LA

z . & Z iy

GP1

2000 nm ' 2000 nm

GP2

2000 nm

MWCNTSs

Obrazek 25: Intracelularni lokalizace (a, d) GP1, (b, ) GP2 a (c, f) MWCNTSs u THP-1 makrofagt a izolovanych
monocytd po 24 h expozice pomoci TEM.

Vsechny typy CNMs byly po 24 h inkubace nalezeny v cytoplazmé, pti¢emz distribuce

byla podobna u obou typt bunék. Céstice GP1 se vyskytovaly prevazné ve formé vétsich
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agregatl uzavienych v endozomech, zatimco GP2 tvorily mensi agregity a byly vice
rozptylené. Kromé uzavienych vackua se sporadicky vyskytovaly i voln€ v cytoplazmé. Nebyly
pozorovany zadné specifické interakce mezi GPs a organelami a zddné GPs nebyly nalezeny
v jadte. MWCNTs byly lokalizovany pfevazné jako volné rozptylené trubice s potencialnim
narusenim intracelularnich struktur a prinikem do jadra. Nicméné piima distribuce MWCNTSs

v jadie nebyla potvrzena.

4.2.2. Cytotoxicita CNMs

Viabilita bun€k byla hodnocena pomoci stanoveni LDH v supernatantech po 24-48 h
expozice THP-1 makrofagt (obrazky 26, 27) a primarnich monocyti (obrazky 28, 29) riznym
koncentracim CNMs. Za fyziologickych podminek se enzym LDH vyskytuje prevazné
v cytoplazmé a k jeho uniku dochdzi az pfi naruSeni integrity cytoplazmatické membrany
béhem bunééné smrti. Jeho koncentrace v supernatantu je tedy pifimo Umérnd Urovni
cytotoxicity. GP1 ani GP2 nezplsobily vyznamnou cytotoxicitu v Zadné testované koncentraci.
MWCNTs zptsobily mirné zvySeni LDH pfi nejvyssi koncentraci 60 pg/ml, pfi¢emz statisticky
vyznamné (~10 %, p <0,001) bylo pouze u primarnich monocytii (obrazky 28, 29).

24 h
1200 @ gpy
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Obrazek 26: Viabilita THP-1 makrofagii jako %utnik LDH po 24 h expozice GP1, GP2 a MWCNTs; CH — cholat
sodny; Data jsou zobrazena jako priimér + standardni odchylka
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Obrazek 27: Viabilita THP-1 makrofagi jako %unik LDH po 48 h expozice GP1, GP2 a MWCNTs; CH — cholat
sodny; Data jsou zobrazena jako primér + standardni odchylka
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Obrazek 28: Viabilita primarnich monocyti hodnocena jako %unik LDH po 24 h expozice GP1, GP2
a MWCNTs; CH — cholat sodny; Data jsou zobrazena jako primér + standardni odchylka; *** p <0,001 zdGraznuje
statistickou vyznamnost ve srovnani s neexponovanou kontrolou (RPMI).
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Obrazek 29: Viabilita primarnich monocyti hodnocend jako %unik LDH po 48 h expozice GP1, GP2
a MWCNTs; CH — cholat sodny; Data jsou zobrazena jako prumér + standardni odchylka; ** p <0,01 zdtraziuje
statistickou vyznamnost ve srovnani s neexponovanou kontrolou (RPMI).

4.2.3. Produkce cytokini

Cytokiny IL-6, TNF-a a IL-10 byly stanoveny v supernatantech exponovanych THP-1
makrofagl a primarnich monocytli po 24-48 h expozice CNMs pomoci sendvicové ELISA
metody. Ve vSech pfipadech byla hladina cytokini srovnatelnd s neexponovanou kontrolou,

pod hranici detekce dané metody.

1 2 3 4 E & 7 8 ST “GP1 GP2° _ MWCNTs
A 2,899 0,059 0,062 0,066 0,058 0,062 0,058 1,1 450 T
299,987 <0,000  <0,000 0,024 <0,000  <0,000  <0,000 90,914 [Concentration] 5 5 5 )
B 1,195 0,063 0,062 0,061 0,055 0,059 0,062 1,114 450 [ AP
100,125 <0,000  <0,000 <0,000 <0,000 <0,000  <0,000 92,196 [Concentration] 15 15 15 !:____ 2k
C 0,655 0,058 0,063 0,061 0,048 0,059 0,061 0,063 450 30 5 10 f
49,753 <0,000  <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000  [Concentration] [Rem1
D 0,368 0,06 0,061 0,06 0,05 0,06 0,055 0,063 450 60 60 60 |
34,971 <0,000  <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0000 <0,000 [Concentration] ]
E 0,223 0,057 0,06 0,057 0,05 0,059 0,058 1,115 450 5 : 5
12,859 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000  <0,000 92,37 [Concentration] LPS
F 0,142 0,057 0,059 0,056 0,049 0,059 0,057 0,093 450 15 15 15
6,244 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 2,244 [Concentration] 48h
G 0,101 0,06 0,06 0,059 0,049 0,057 0,057 0,061 450 30 30 30
2,891 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 [Concentration] RPMI
H 0,085 0,059 0,061 0,061 0,051 0,06 0,069 0,064 450 60 60 60
1,612 <0,000 <0000 <0,000 <0,000  <0,000 0,301 <0,000  [Concentration]

Obrazek 30: Ukazka vysledné absorbance ELISA detekce IL-6; Expozice THP-1 makrofag GP1, GP2,
MWCNTs (5-60 pg/ml), LPS (100 ng/ml) a bez expozice (RPMI); ST: kalibra¢ni fada
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4.2.4. Alternativni aktivace NLRP3 u primarnich monocyti

Aktivace inflamazomu NLRP3 byla u primarnich monocyt hodnocena pomoci stanoveni
produkce IL-1B. Hladina IL-1B byla zméfena pomoci bunécné eseje HEK-Blue™ IL-1p.
Princip metody je totozny jako u hodnoceni biologické kontaminace pomoci HEK-Blue™-4
(kapitola 4.1.2.). Po 24h inkubaci MWCNTs zptisobily statisticky vyznamnou (p <0,001) a na
koncentraci zavislou produkei IL-1B. V ptipadé GPs doslo k mirné variabilni produkci IL-1f3
po expozici GP2, ovSem bez statistické vyznamnosti. Specifickd aktivace NLRP3 byla

potvrzena Uplnou inhibici aktivace pomoci MCC950 (obrazek 31).
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Obrazek 31: Produkce IL-1B u primarnich monocyti po expozici GP1, GP2 a MWCNTs; CH — cholat sodny;
Data jsou prezentovana jako podil produkce IL-1B exponovanych bunék a neexponované kontroly (RPMI) a
zobrazena jako prumér + standardni odchylka; *** p <0,001 zdlraziuje statistickou vyznamnost ve srovnani
s RPMI

4.2.5. Kanonicka aktivace NLRP3
Aktivace inflamazomu NLRP3 kanonickou cestou byla hodnocena pomoci kontrolni
bunécné linie THP1-null, kterd stabiln¢ exprimuje receptor NLR3 a adaptorovy protein ASC.

Produkce IL-1B byla hodnocena, totozné jako u primarnich monocytii, pomoci HEK-Blue™
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IL-1P. Jako prvni signal nezbytny pro syntézu dostateného mnozstvi pro-IL-1pB, avSak bez
nasledné aktivace NLRP3, slouzil LPSy, ve findlni koncentraci 1 pg/ml. Takto ptfedem
aktivované buiiky byly exponovany riznym koncentracim CNMs, které slouzily jako druhy
signal potfebny pro vlastni aktivaci. ATP (5 mM) byl pouzit jako pozitivni kontrola. Jak je vidét
na obrazku 32, oba GPs indukovaly pouze nizkou statisticky nevyznamnou produkei IL-1p.

Naopak MWCNTs indukovaly vyraznou produkci IL-1p od koncentrace 30 pg/ml.
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Obrazek 32: Produkce IL-1f u THP1-null po expozici GP1, GP2 a MWCNTs; CH — cholat sodny; Data jsou
prezentovana jako podil produkce IL-13 exponovanych bunék a neexponované kontroly (RPMI) a zobrazena jako
pramér + standardni odchylka; ** p <0,01 a *** p <0,001 zddraziuji statistickou vyznamnost ve srovnani s RPMI.

Specifickéd aktivace NLRP3 byla hodnocena pomoci kontrolnich linii THP1-defNLRP3
a THP1-defASC. Expozice a hodnoceni produkce IL-1B probihalo analogicky s THP1-null
(obrazek 33a). Absence produkce IL-1PB potvrdila specifickou aktivaci NLRP3 a vyloucila
zapojeni jiného inflamazomu.

Aby se vyloucila pfipadna inhibice NLRP3 ¢i interference metody s GPs, byly THP1-null
dale exponovany kombinaci MDP (10 pg/ml) a GP1 nebo GP2. Vysledky produkce byly

srovnany s kontrolou, kterd byla exponovana pouze samotnému MDP (obrazek 33b).
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Obrazek 33: (a) Produkce IL-1p u THP1-defNLRP3 a THP1-defASC po expozici GP1, GP2 a MWCNTs. (b)
Produkce IL-1p u THP1-null po expozici MDP, GP1 a GP2; ## p <0,01 zdlraznuje statistickou vyznamnost ve
srovnani s RPMI a *** p <0,001 zdtraznuji statistickou vyznamnost ve srovnani s MDP; Data jsou prezentovana
jako podil produkce IL-1B exponovanych bun€k a neexponované kontroly (RPMI) a zobrazena jako prumér
+ standardni odchylka
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V porovnéni s neexponovanou kontrolou doslo v pfitomnosti samotného MDP k mirné,
avSak statisticky vyznamné (p <0,01) produkci IL-1B. Nicmén¢ v pfitomnosti obou GPs se

produkce vice nez zdvojnasobila, coz ukazuje na prozanétlivé modulacni efekt obou GPs.

4.2.6. Uvolnéni katepsinu B

Mozny mechanismus aktivace NLRP3 byl zkoumén sledovanim uniku katepsinu B
pomoci konfokalni mikroskopie (obrazek 34). Za fyziologickych podminek se proteindza
katepsin B nachazi v lysozomech. Naruseni lysozomu riznymi lysozomalnimi disruptory vede
k jejimu uniku do cytoplazmy a nésledné k aktivaci NLRP3. Detekce probihala pomoci reakce
fluorogenniho substratu CV-(RR)? s katepsinem B po 2, 6 a 24 h expozice THP1-null GPI,
GP2 a MWCNTs (30 pg/ml). Jako pozitivni kontrola slouzil LLME, kdy k naruSeni lysozomii
doslo jiz po 2 h inkubace. V ptipadé CNMs doslo k nejvétsimu zachytu katepsinu B az po 24 h
inkubace bunék s MWCNTs, coz koresponduje s aktivaci NLRP3 (obrazek 32) a potvrzuje
mozné poskozeni zplsobené tvarem (kapitola 4.2.1., obrazek 25c). U obou GPs byl zachyt
srovnatelny s neexponovanou kontrolou.

Zaznam fluorescencnich teek predstavuje penetraci substratu do lysozomi a disperzni

signdl ukazuje na uvoliiovani katepsinu B z poSkozenych lysozomt do cytoplazmy.
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Rozptyl svétla Hoechst 33342 CV-(RR)2 Slozeny snimek

RPMI

GP2 GP1 LLME

MWCNTs

Obrazek 34: Fluorescencni detekce katepsinu B (Cervené) u THP1-null po 24h inkubaci s 30 pg/ml GP1, GP2
a MWCNTs (rozptyl svétla zelené); bila Sipka — tinik katepsinu B do cytoplazmy, Hoechst 33342 — jadra (modre)

4.2.7. Pyroptoza
Jednim z disledki pfevdzné nekanonické aktivace inflamazomu mize byt pyroptdza, pti
niZ dochazi k prasknuti builkky a vyliti cytoplazmatického obsahu vcetné silnych vzorQ

poskozeni (DAMPs) do extraceluldrniho prostiedi. Tradicni metodou detekce, kterd ma ale
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nizkou citlivost, je méfeni iniku LDH. Z toho divodu byly piedchozi vysledky ovéteny pomoci
luminiscen¢ni detekce HMGBI1 (obrazek 35). Po 24 h expozice reportérovych bun¢k THP1-
HMGBI1-Lucia™ riznym koncentracim CNMs byl detekovan luminiscencni signdl piimo
umérny uvolnéni HMGBI a tedy pyroptoze. Bunky exponované nanocasticim SiO2 (100 pg/ml)
slouzily jako pozitivni kontrola. Nartust luminiscence byl sledovan pouze u MWCNTs, ale na
hranici statistické vyznamnosti (p = 0,09). Kazdopadné vysledky korelovaly s hodnotami
procentudlniho uniku LDH (kapitola 4.2.2.). Absence pyroptdzy u GPs také odpovidala absenci
aktivace NLRP3.
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Obrazek 35: Detekce uvolnéni HMGB1 z exponovanych THP1-HMGB1-Lucia™; CH — cholat sodny; Data jsou
prezentovana jako pramér + standardni odchylka; *** p <0,001 zddraziuje statistickou vyznamnost ve srovnani
s neexponovanou kontrolou (RPMI).

4.3. Modulace imunitni funkce

Imunomodulaé¢ni t€inky necytotoxickych koncentraci GP1, GP2 (60 pg/ml) a MWCNTs
(30 pg/ml) byly hodnoceny paralelné na THP-1 makrofazich a primarnich monocytech. V obou
ptipadech bylo testovano, zda intracelularni pfitomnost téchto CNMs narusuje primarni funkce

ve smyslu reaktivity vii¢i béznym bakteridlnim stimultim, a to prozanétlivou odpovéd’ ve forme
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sekrece cytokinli a schopnost fagocytozy. Jako kontrola cytokinové odpovédi byly testovany
reakce vuci teplem usmrcenym bakteriim Escherichia coli sérotyp 0111:B4 (HKEB; TLR4
a TLR2 ligand), Staphylococcus aureus (HKSA; TLR2 ligand) a Pseudomonas aeruginosa
(HKPA; TLR2 a TLRS5 ligand) ve finalni koncentraci doporucené vyrobcem 1x107 bakterii/ml.
Zachovani schopnosti fagocytdzy bylo testovano pomoci pohlcovani zna¢enych pHrodo™ Red
E. coli BioParticles™ (EC) ve finalni koncentraci 200 pug/ml. Zarovei byla sledovana viabilita

pomoci detekce LDH.

4.3.1. Modulace produkce cytokini u THP-1 makrofagi

THP-1 makrofagy byly nejprve 24 h inkubovany s GP1, GP2 a MWCNTs. Po odstranéni
nepohlcenych castic byly déale 24 h inkubovany s HKEB, HKSA a HKPA v Cerstvém médiu.
Hladina IL-6 v supernatantech byla hodnocena pomoci HEK-Blue™ IL-6. Z obrazku 36 je
patrné, ze pritomnost MWCNTs vyrazn€ zvysila produkci IL-6 v reakci na vSechny typy
bakterii. GP1 a GP2 vyrazn¢ zvysily produkci IL-6 v reakci zejména na HKEB a v mensi mife
1 HKPA. Naopak produkce IL-6 v reakci na HKSA nebyla ovlivnéna. Zaroven bylo potvrzeno,

ze Zadny z CNMs sam o sobé& produkci IL-6 nestimuluje.
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Obrazek 36: Produkce IL-6 u THP-1 makrofagh stimulovanych GP (60 pg/ml), MWCNTs (30 pg/ml)
a bakteriemi HKEB, HKSA a HKPA (1x107); Data jsou prezentovéana jako krabicovy graf od minima do maxima
se vSemi body. Hodnoty *** p <0,001, ** p <0,01 a * p <0,05 znaéi statistickou vyznamnost ve srovnani
s odpovidajici kontrolou (RPMI); ns — nesignifikantni.

Jako dals$i prozanétlivy cytokin byla sledovana hladina TNF-a, kterd byla hodnocena
pomoci sendviCové ELISA metody. Z obrazku 37 vyplyva, ze Z4dny z CNMs neovlivnil
produkci TNF-a v reakci na HKSA. Piitomnost GP1 nem¢la vliv ani na reaktivitu viici HKEB

a HKPA. Vyrazné zvySeni bylo pozorovano u kombinace MWCNTs a HKEB, respektive
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HKPA. GP2 mirné zvySoval TNF-a v pfipadé HKEB. Opét, TNF-a nebyl produkovan

v pfitomnosti samotnych CNMs.
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Obrazek 37: Produkce TNF-oo u THP-1 makrofagh stimulovanych GPs (60 pg/ml), MWCNTs (30 pg/ml)
a bakteriemi HKEB, HKSA a HKPA (1x107); Data jsou prezentovana jako krabicovy graf od minima do maxima
se vSemi body. Hodnoty *** p <0,001 a * p <0,05 znaci statistickou vyznamnost ve srovnani s odpovidajici
kontrolou (RPMI); ns — nesignifikantni.

Hodnoceni modulace protizanétlivé reakce probihalo méfenim hladiny IL-10 pomoci
sendvicové ELISA metody. Oproti piedchozim vysledkim byl pozorovan nejsilnéjsi vliv
u reaktivity vii¢i HKSA, kdy MWCNTs a oba GPs inhibovaly produkci IL-10. Naopak ve vSech
ptipadech doslo k posileni produkce v odpovédi na HKEB a HKPA (obrazek 38).
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Obrazek 38: Produkce IL-10 u THP-1 makrofagl stimulovanych GPs (60 pg/ml), MWCNTs (30 pg/ml)
a bakteriemi HKEB, HKSA a HKPA (1x107); Data jsou prezentovéana jako krabicovy graf od minima do maxima
se vSemi body. Hodnoty *** p <0,001, ** p <0,01 a * p <0,05 znaci statistickou vyznamnost ve srovnani
s odpovidajici kontrolou (RPMI); ns — nesignifikantni
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Soubézné probihalo i vyhodnoceni Zivotnosti exponovanych buné¢k pomoci LDH.
Prestoze vysledky byly znac¢né variabilni, zivotnost THP-1 makrofagh nebyla v zadném

z ptipadu statisticky vyznamné ovlivnéna (obrazek 39).
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Obriazek 39: Zivotnost THP-1 makrofagi stimulovanych GPs (60 pg/ml), MWCNTs (30 pg/ml) a bakteriemi
HKEB, HKSA a HKPA (1x107); Data jsou prezentovana jako podil mé&feného LDH exponovanych bunék
a souvisejici kontroly (RPMI) a zobrazena jako primér + standardni odchylka.

4.3.2. Modulace fagocytarni aktivity u THP-1 makrofagi

Vzhledem k tomu, ze se fluorescence barviva pHrodo® u pouzitych EC partikuli zvysuje
pouze pii nizkém pH, které odpovida pH ve fagozomech, mira intenzity fluorescence odpovida
mife fagocytdézy. Ta byla u THP-1 makrofagh hodnocena po 3 h inkubace s EC pomoci
pratokové cytometrie. V porovnani s neexponovanou kontrolou, ptitomnost GP1, GP2

a MWCNTs potencialné snizovala fagocytarni schopnost THP-1 makrofagt (obrazek 40).
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Obrazek 40: Reprezentativni snimky cytometrického stanoveni fagocytéozy EC (200 pg/ml); modie — THP-1
makrofagy predem stimulované GP1, GP2 (60 pg/ml) nebo MWCNTs (30 pg/ml); RPMI — THP-1 makrofagy bez
stimulace CNMs.
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Vysledné hodnoty stfedni intenzity fluorescence (MFI, Median Fluorescence Intensity)

shrnuje tabulka 5.

Tabulka 5: Fagocytdza pHrodo® EC (MFI jako min max hodnoty)

max

RPMI
10674
25844

GP1
4852
12889

GP2
4575
10222

MWCNTs
6062
6630

Ptitomnost fagocytovanych EC byla potvrzena i pii mikroskopické analyze. Dle obrazku

41 byla patrnd mensi mira vyskytu fagocytovanych EC u THP-1 s pohlcenymi CNMs, a to

zejména v pripad¢ GP1. Zaroven nebyla pozorovéana ko-lokalizace s pohlcenymi CNM:s.

pHrodo™ E. coli Index lomu

SloZzeny snimek

RPMI

GP1

GP2 MWCNTs

Obrazek 41: Fagocytéza EC (Cerven¢) THP-1 makrofagy pfedem stimulovanych GP1, GP2 (60 pg/ml) nebo
MWCNTs (30 pg/ml); RPMI — bez predchozi stimulace; bila Sipka — ukazka pohlcenych CNMs.

4.3.3. Modulace produkce cytokinii u izolovanych monocyti

Stanoveni produkce cytokinti probihalo totozné jako u THP-1 makrofagh. Na rozdil od

THP-1 makrofagu, pfitomnost CNMs u monocytt nevedla k Zadné inhibici produkce cytokini.

Naopak, pfitomnost GP1 vedla k vyznamnému zvySeni produkce prozanétlivych cytokint
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IL-6 (obrazek 42), TNF-a (obrazek 43) i1 protizanétlivého cytokinii IL-10 (obrazek 44) u vsech
testovanych bakterii. Podobné MWCNTs ve vSech ptipadech vyznamné zesilily produkei IL-
10, dale pak IL-6 v odpovédi na HKSA a TNF-a v odpoveédi na HKPA. Nejméné vyrazny vliv
byl pozorovan u GP2, kdy doslo k pozitivni modulaci pouze v ptipadé¢ odpovédi na HKPA
zvySenim produkce IL-10 a TNF-a a v pfipadé HKEB produkci IL-10. Zaroven bylo potvrzeno,

ze samotné CNMs neindukuji vyznamnou tvorbu zadného z uvedenych cytokint.
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Obrazek 42: Produkce IL-6 u izolovanych monocytd stimulovanych GPs (60 pg/ml), MWCNTs (30 pg/ml)
a bakteriemi HKEB, HKSA a HKPA (1x107); Data jsou prezentovéana jako krabicovy graf od minima do maxima
se vSemi body. Hodnoty *** p <0,001, ** p <0,01 a * p <0,05 znaéi statistickou vyznamnost ve srovnani
s odpovidajici kontrolou (RPMI); ns — nesignifikantni
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Obrazek 43: Produkce TNF-a u izolovanych monocyti stimulovanych GPs (60 pg/ml), MWCNTs (30 pg/ml)
a bakteriemi HKEB, HKSA a HKPA (1x107); Data jsou prezentovéana jako krabicovy graf od minima do maxima
se vSemi body. Hodnoty ** p <0,01 a * p <0,05 znaci statistickou vyznamnost ve srovnani s odpovidajici kontrolou
(RPMI); ns — nesignifikantni.
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Obrazek 44: Produkce IL-10 u izolovanych monocyti stimulovanych GPs (60 ng/ml), MWCNTs (30 pg/ml)
a bakteriemi HKEB, HKSA a HKPA (1x107); Data jsou prezentovéana jako krabicovy graf od minima do maxima
se v§emi body. Hodnoty ** p <0,01 a * p <0,05 znaci statistickou vyznamnost ve srovnani s odpovidajici kontrolou
(RPMI); ns — nesignifikantni.

Na rozdil od THP-1 makrofagl doslo u monocytl i k vyznamnému ovlivnéni Zivotnosti.
Oproti neexponované kontrole vedla expozice izolovanych monocytli samotnym bakteriim ke
zvySenému uniku LDH (~10 %) do supernatanti. OvSem u monocytl, které byly predem
stimulovany GP1 a GP2, k nartistu tniku LDH po expozici bakteriim nedoslo. MWCNTs

nemély vyznamny vliv na cytotoxicitu bakterii (obrazek 45).
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Obrazek 45: Zivotnost izolovanych monocyti stimulovanych GPs (60 ug/ml), MWCNTs (30 ug/ml) a bakteriemi
HKEB, HKSA a HKPA (1x107); Data jsou prezentovana jako podil méfeného LDH exponovanych bunék
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a souvisejici kontroly (RPMI) a zobrazena jako primér + standardni odchylka, *** p <0,001 a * p <0,05 znaci
statistickou vyznamnost ve srovnani s odpovidajici kontrolou (RPMI — bakterie).

4.3.4. Modulace fagocytarni odpovédi u izolovanych monocyti
Na rozdil od THP-1 makrofagii neprobihala fagocyt6za u vsech izolovanych monocytt.
Bylo zjisténo, ze 6272 % ptedem nestimulovanych monocytii EC nepohlcovalo. Naopak,

monocyty piedem stimulované GP1, GP2 (60 pg/ml) a MWCNTs (30 pg/ml) fagocytovaly z 82
az 99 % (obrazek 46).
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Obrazek 46: Reprezentativni snimky cytometrického stanoveni fagocytdozy EC (200 pg/ml); modie — monocyty
predem stimulované GP1, GP2 (60 pg/ml) nebo MWCNTs (30 pg/ml); RPMI — monocyty bez stimulace CNMs.

Vysledné hodnoty stfedni intenzity fluorescence shrnuje tabulka 6.

Tabulka 6: Fagocytéza pHrodo® EC (MFI jako min max hodnoty)

RPMI GP1 GP2 |MWCNTs
min 1367 1015 884 777
max 2727 2988 3296 2619

Vzhledem k odlisnému poméru fagocytujicich bunék nebylo mozné s jistotou stanovit
rozdil mezi pfedem stimulovanymi a kontrolnimi monocyty. Projevila se i vyrazna variabilita
mezi darci. Nicméné se ukazalo, Ze pohlceni GPs a MWCNTs vedlo k vyraznym zménam uz
po 24 h, coz se mimo jiné potvrdilo zvySenim celkové fagocytodzy, respektive zvySenim poctu
fagocytujicich bunék (obrazek 34). Mikroskopické analyza (obrazek 47) dale potvrdila, ze uz
po 24 h se zacala liSit morfologie neexponované kontroly a pfedem stimulovanych bunék.
Monocyty, které pohltily GPs a MWCNTs, byly 1€pe adherované k povrchu kultivaéni desticky
a jevily se mit vice ovalny tvar. Naopak velké % kontrolnich bunék mélo mensi kulovity tvar

a ¢ast bunék bylo odlepenych.
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RPMI GP1 GP2 MWCNTs

pHrodo™ E. coli Index lomu

Slozeny snimek

Obrazek 47: Fagocytoza EC (Cervené); Izolované monocyty predem stimulovanych GP1, GP2 (60 pg/ml) nebo
MWCNTs (30 pg/ml); RPMI — bez predchozi stimulace; bila Sipka — ukazka pohlcenych CNMs.

4.3.5. Modulace diferenciace izolovanych monocyti

Vzhledem k pfedchozim vysledkiim byly izolované monocyty, které pohltily CNMs,
sledovany dalSich 7 dni. Zatimco u kontrolnich monocyti bez ptfedchozi stimulace doSlo
k vyraznému poklesu mnozstvi buné¢k, monocyty s pohlcenymi CNMs si sviij pocet zachovaly.
Byly patrné 1 morfologické zmény ukazujici na rychlou diferenciaci v makrofagy. Po 7 dnech
inkubace byla pozorovana vesmés heterogenni populace, pficemz u makrofagi s pohlcenymi
GP1 a MWCNTs prevladaly velké kulaté bunky. Makrofagy s GP2 castéji tvorily mensi
protahlé buiiky a vice se morfologicky bliZily kontrole (obrazek 48). Z mikroskopie bylo téz
patrné, Ze CNMs ziistavaly po celou dobu diferenciace uvnitt bun€k prevazné v perinuklearni
oblasti (obrazek 50). Na zakladé exprese CD64 a CD163 byla hodnocena ptipadna polarizace
do M1 a M2 subtypu. Nalez odpovidal heterogenni populaci, pficemz nejvyradznéjsi exprese jak
CD64 tak CD163 byla nalezena u GP1. V dusledku vysoké variability nebylo mozné stanovit
ptrevladajici typ polarizace. Hodnoty indextt MFI shrnuje tabulka 7.
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Obrazek 48: Morfologie diferencovanych makrofagi po 7denni kultivaci, a — kontrola, b — GP1, ¢ — GP2,
d — MWCNTs, zvétSeni 20krat.
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Obrazek 49: Reprezentativni snimky cytometrického stanoveni exprese CD64 a CD163 v diferencujicich se
burnikach po 7denni kultivaci po jejich 24h inkubaci s CNMs, nebo bez inkubace (RPMI). V dusledku vysoké
a variabilni autofluorescence jednotlivych vzorkl se vysledné hodnoty MFI stanovily jako pomér oznacené
(modfe) a neoznacené (Cervené) varianty pro kazdy typ vzorku zvlast, véetné kontroly bez expozice CNMs.
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Obrazek 50: Detailni zobrazeni diferencovanych makrofagi pomoci holotomografické mikroskopie (snimani na
zakladé rozdild v indexu lomu); a — kontrola, b — GP1, ¢ — GP2, d — MWCNTs, bila Sipka — CNMs

Tabulka 7: Indexy MFI exprese CD64 a CD163 (n = 2)

RPMI GP1 GP2 MWCNTs
5,8 102,2 30,5 59,1
7 87,2 51,2 73,6
2,6 36,5 6,8 5,2
5,9 52,2 23,2 24,7

CDo64

CD163
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5. DISKUZE

Od svého objevu v osmdesatych letech predstavuji CNMs jedny z nejvice studovanych
syntetickych anorganickych materiald. Jejich unikatni fyzikalné-chemické vlastnosti,
jmenovit¢ mechanickd odolnost, nastavitelné elektronické a elektrické vlastnosti, termalni
a chemické stabilita a obrovsky reakéni povrch, vybizeji k Siroké Skale aplikaci v mnoha
odvétvich praimyslu, v pokrocilych technologiich a v medicin¢ [147-149]. S tim souvisi
masivni produkce, diky které¢ stoupd mira rizika pifimého kontaktu s lovékem, nemluvé
o aplikaci v radmci medicindlniho vyuziti. Z tohoto divodu se CNMs fadi mezi nejvice
zkoumané latky ivramci toxikologie. Pravidelnym nalezem toxikologickych studi byva
zvySena produkce prozanétlivych cytokinti [150]. Je tedy jasné, Ze aktivita imunitniho systému
je vtomto ohledu klicova. Dosavadni studie prokézaly vliv CNMs na humoralni
(komplementovy systém) i bunéénou (makrofagy, dendritické buniky, NK bunky, lymfocyty,
granulocyty) slozku imunity. Nicméné dosazené vysledky jsou velmi variabilni a ¢asto dokonce
protichtidné [150-152].

Jednou z pfi¢in nekonzistence dat mize byt Spatna nebo nedostate¢nd charakterizace
materiadlu. Typickym ptikladem je pravé grafen, u kterého Casto dochéazi napt. k nevhodnému
nazvoslovi a v diisledku toho k chybnému zatazeni do kontextu s jinymi CNMs [153]. Je nutné
poznamenat, ze vétSina toxikologickych studii obvykle netestuje grafen jako takovy, tedy Cistou
jednovrstvou 2D strukturu, nybrz derivat, nejCastéji GO [152]. Pokud si vyzkumnici
nepfipravuji material sami, neziidka jsou nalezeny rozdily mezi doru¢enym produktem a tim,
co deklaruje vyrobce. To potvrzuje nas pifipad s GP1, ktery dle Ramanovy spektroskopie
odpovida vice nanografitu nez grafenu [146]. Nizsi kvalita GP1 je patrné také z mikroskopické
analyzy, kdy v porovnani s charakteristickymi hladkymi platy GP2 jsou GP1 vice rozdrobené
v malych hrudkach (obrazek 20). Nezbytnym krokem ve spravné charakterizaci je ovéteni miry
oxidace, pfipadné jiné funkcionalizace. To je nésledné dulezité i1 z hlediska vybéru spravnych
toxikologickych in vitro testi, ukterych je znamo, Ze snimi rizné funkcionalizované
a modifikované CNMs interferuji [154]. Klasickym piikladem jsou cytotoxické testy zaloZené
na enzymatické redukci tetrazoliovych soli na barevny formazan. Zjistilo se, Ze zatimco
ptitomnost GO vede ke spontanni redukci dané soli, nemodifikovany grafen ji naopak blokuje
svym vyvazanim, pfipadn¢ brani vysledné barevné zméné vyvazanim formazanu [155; 156].

V této praci byly pro hodnoceni prozanétlivych uc€inkti vybrany nemodifikované CNMs,
konkrétné MWCNTs a dva typy GPs. Prestoze podle detailni fyzikalné-chemické

charakterizace obsahovaly vSechny tfi CNMs v rizné mife defekty (hlavné jiz zminény GP1),
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elementarni analyza potvrdila velmi nizky stupenn oxidace (tabulka 1). Aby bylo mozné
nemodifikované CNMs testovat v biologickych systémech ve své ptivodni nanoformé, bylo
nutné je nejprve stabilizovat ve vhodném médiu. Samotna stabilizace ale neni napfic¢ studiemi
uniformni, coz teoreticky predstavuje dal§i zdroj variability vysledkd. Nejcastéji jsou
vyuzivany polymery, ¢i povrchové aktivni tenzidy, které se vazi na NMs nekovalentné [157].
Podminkou je, aby vybrana latka byla biokompatibilni, ptipadné¢ aby byla pouzita takova
koncentrace, kterd nevede k cytotoxicité. Zaroven nesmi dochazet k naruseni samotného NM,
coz je problém u kovalentné vazanych stabilizatort [158]. Dalsi dtlezitou proménnou je
kriticka micelarni koncentrace, po jejiz prekroCeni dochazi k opétovné agregaci CNMs [159;
160]. Nami vybrana sodna sul kyseliny cholové (cholat sodny) v maximalni koncentraci 0,02 %
tato kritéria splnuje. Soli kyseliny cholové byly dosud uspésné vyuzivany ke stabilizaci fady
CNMs, napt. SWCNTs nebo karbonovych kvantovych tecek [161; 162]. Otazkou vSak zlstava,
jakym zptsobem se méni chovani navazaného stabilizatoru a jak moc velky vliv ma na vysledné
chovani bunék vici testovanym CNMs. Testovani samotného cholatu sodného béhem nasi
prace sice neukazalo zadné cytotoxické ani prozanétlivé ¢i protizanétlivé ucinky (obrazky 26
az 32), ale nejedna se o plné relevantni kontrolu. V momenté, kdy je cholat sodny nebo jakakoli
jind molekula navadzéna na povrch NMs, muze se spolu s nimi dostdvat do kontaktu s takovymi
castmi bunck a tkani, se kterymi bézné neinteraguje (Trojsky kan) [82]. Z toho vyplyva, ze
relevantni kontrola v podstaté neexistuje, respektive jedinou idedlni kontrolou je jiny stejné
osetfeny materidl podobnych charakteristik. Z tohoto divodu se dale v praci k testovani
samotného cholatu nepfistoupilo.

Pfed zahajenim vlastnich experimentii byly vSechny suspenze CNMs testovany na
pritomnost TLR4 a TLR2 agonistt. Pro tyto t¢ely byla pfednostné vyuzita bunécna esej, jelikoz
pii tradiéné pouzivané LAL (Limulus Amoebocyte Lysate) eseji mize pii testovani CNMs
dochazet k interferencim [163]. Principem LAL eseje je na LPS zavisla koagulacni kaskada
vedouci ke tvorbé srazeniny, kterd se nasledné detekuje. Ve studii Smulderse a kol. se zymogen
pfitomny v LAL eseji navazal na oxidované MWCNTs, coz vedlo ke koagulaci 1bez
ptitomnosti LPS [164]. Fale$n¢ pozitivni vysledky byly naméteny i ve studii zkoumajici GO,
ktery interferoval s chromogenni variantou detekce. Autofi zdrovenl navrhli alternativu
v podobé detekce TNF-a produkovanym makrofagy za nebo bez piitomnosti inhibitoru LPS,
polymyxinu B [165]. MoZnou nevyhodou testli zaloZenych na bunééné interakci je nutna nizka
cytotoxicita testovanych NMs. V piipadé testovanych GPs a MWCNTs nebyla nalezena zadna
interference ani kontaminace. Zaroven diky vyuziti reportérovych bunc€k byla vyvracena

i nespecifickd reaktivita s TLR4 a TLR2 receptory (obrazky 23, 24).
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Pro vlastni testovani prozanétlivého u¢inku MWCNTs a obou GPs byly zvoleny bunécné
modely zalozené na primarnich lidskych monocytech a lidské monocytarni linii THP-1,
konkrétn¢ PMA diferencované THP-1 makrofagy. Jak bylo zminéno diive, CNMs jsou po
vstupu do organismu nejcastéji zpracovavany praveé profesionalnimi fagocyty [102].
Kuptikladu nemodifikované GPs byly po inhalaci piednostné nachézeny v alveolarnich
makrofazich, dokonce i po 90 dnech od expozice [63]. in vitro studie zaméfené na cytotoxickeé
ucinky MWCNTs ukézaly, ze v piipad¢ expozice lidskym nadorovym epitelidlnim bunikam
A549 nebo neutrofiliim podobnym HL-60 téméi k Zadnému pohlceni nedochézelo. Aktivni
endocytdza byla naopak sledovana u THP-1 makrofagh, primarnich makrofagi nebo mysich
NR8383 makrofagti [128; 166]. S témito vysledky souhlasi i naSe pozorovani, pii kterém byly
vsechny tfi CNMs pohlceny THP-1 makrofagy a primarnimi monocyty jiz béhem prvnich 24 h
od expozice (obrazek 25). Dle ptedpokladii se oba GPs nachézely v uzavienych vaccich, coz
odpovidé aktivni endocytéze. K endocytoze pravdépodobné dochazelo i v ptipadé MWCNTs,
nicméné naslednd distribuce ukazovala na potencialni inik MWCNTs do cytoplazmy. Ten byl
potvrzen detekci uvolnéného katepsinu B v cytoplazmé (obrazek 34).

Nékteré studie urcily jako hlavni mechanismus vstupu nemodifikovanych CNMs do
bun¢k hydrofobni interakce s TLRs [85; 86]. Jak bylo zminéno vySe, v naSem piipad¢ k aktivaci
TLR4 ani TLR2 nedochézelo, coz podil tohoto mechanismu vyvraci. Negativni vysledky
potvrdila také absence IL-6 a TNF-a, k jejichz produkci obvykle po aktivaci TLRs a nasledné
NF-kB dochazi (obrazky 6, 30). Hlavni podil v tom mohly mit planarni struktura GPs a pfilis
velky primér MWCNTs, které se takto nemohly ,,zachytit* v hydrofobnich kapsach TLRs.
Naopak ptitomnost cholatu sodného spolu s navazanymi proteiny potencialné podpoftily vstup
do buiky pomoci scavenger receptorti. Ve studii Huynh a kol. navazani BSA na
nemodifikované MWCNTs vedlo ke zvySeni jejich fagocytézy prostfednictvim scavenger
receptoru SC-A1 [87].

V souladu s dosavadnimi studiemi mél pak na naslednou distribuci CNMs podil ptevazné
tvar, ktery zaroven predstavuje klicovy faktor v jejich cytotoxickém plisobeni [167]. U rtiznych
CNMs byly prokdzany cytotoxické a stim souvisejici prozanétlivé Uc€inky v disledku
mechanického nebo biologického poSkozeni bunééné membrany, specifickych organel,
a naruseni bunécného cyklu véetné dezintegrace cytoskeletalnich struktur [97; 126; 168; 169].
Destruktivni efekt spojeny s vyvolanim akutniho a chronického zanétu byl mnohokrat prokézan
pro rizné typy CNTs [170-172]. Z distribuce GP1, které byly vétSinou pevné uzaviené ve
velkych endozomech, bylo naopak patrné, ze kzadnému mechanickému poskozeni

nedochdzelo (obrdzek 25a, d). Zavéry potvrdila absence uvolnéného LDH jak u THP-1
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makrofagii, tak u monocytt (obrazky 26-29). Podobné na tom byly GP2, pfestoze byly vice
rozptylené a jejich Cepelovité okraje mohly potencidlné poskozovat rizné cytoplazmatické
struktury. Dosazené vysledky u GPs byly kazdopadné v souladu s pozorovanim na 3D plicnim
bunééném modelu ve studii Draslera a kol. [173]. Nékolikavrstvé GPs nenarusovaly Zivotnost
ani u primarnich lymfocyti a nevedly ke zvySené tvorbé prozanétlivych cytokinti ani po
pohlceni mysSimi makrofagy [174; 175]. Zda se tedy, ze i pies vysokou akumulaci ve
fagocytech, nemodifikované GPs obecné nemaji pfimy prozanétlivy potencidl. ELISA
vyloucila produkci IL-6, TNF-a a IL-10 u vSech tfi ndmi sledovanych CNMs. Vzhledem
k tomu, ze se jednd o cytokiny typické pfevazné pro stimulaci patogennimi organismy, nebyl
vysledek piekvapujici a pouze potvrdil sterilitu pouzitych CNMs. Zaroven byl takto vylouc¢en
vyznamny oxidaéni stres, ke kterému obvykle dochazi napt. pii expozici GO [176; 177]. Na
druhou stranu, pfitomnost MWCNTs vyvolala aktivaci NLRP3 inflamazomu jak kanonickou
cestou (obrazek 32) u THP1-null modelu, tak alternativni cestou (obrazek 31) u primarnich
monocytl. K aktivaci doslo pravdépodobné v dusledku naruSeni lysozomt, kdy uvolnény
katepsin B zafungoval jako stimulator potfebny pro sestaveni inflamazomu (obrazek 34).
Stejny mechanismus byl pozorovan ve studii zaméfené na nanodiamanty [98]. Jina studie
navrhla aktivaci NLRP3 jako kli¢ovy mechanismus pulmondlni toxicity CNTs a nanovlaken
stim, ze stézejni ulohu zde hraje aktivita NADPH oxiddzy. V tomto piipadé¢ doslo
u exponovanych THP-1 bunék vlivem zvySeni NADPH k oxidativnimu vzplanuti a tvorbé
ROSu a nasledné k destrukci lyzozomil a poSkozeni mitochondrii [ 169]. Tyto udélosti za ucasti
NLRP3 obvykle vedou k pyroptéze [139]. V nasi studii vSak k vyznamné pyroptdze nedoslo
(obrazek 35). Rozdily mohly pochézet jednak z absence oxida¢niho stresu, viz absence IL-6,
TNF-0, a jednak zrozdilné velikosti pouzitych MWCNTs. Délka MWCNTs v nasi praci
dosahovala maximalné¢ 10 um, pficemz konce byly €asto zaoblené (obrazek 20c, f). Z toho
vyplyva, Ze by nemélo dochézet v piilisSné mife k frustrované fagocytdze, ktera je také znama
jako jedna z pficin cytotoxicity CNTs [101]. Patrna delokalizace trubic na snimcich TEM,
evidentni téz u GP2, mohla byt z ¢asti zplsobena 1 procesem fezani na ultramikrotomu.
Zminéna studie neuvadi kontrolu kontaminace, kterd mohla pfispét k vyslednému efektu. Mirny
unik LDH (~10 %) po expozici MWCNTs byl pozorovan pouze u primarnich monocytd, ale az
pii nejvyssi koncentraci 60 pg/ml. Primarni monocyty si obvykle svoji Zivotnost pfi aktivaci
NLRP3 zachovavaji [145]. Podobny stav, nazvany hyperaktivace, byl pozorovan u primarnich
makrofagii odvozenych z kostni dfen¢ a dendritickych bunék [138; 178]. Studie ukazaly, Ze
nékteré molekuly charakteru DAMP, jako oxidované lipidy, mohou tento stav bez naruSeni

zivotnosti navodit [178]. Nakonec pouziti geneticky modifikovanych THP-1 buné¢k
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a specifickych inhibitori u monocyti potvrdilo vylu¢nou specifitu inflamazomu NRLP3
v imunotoxickém t¢inku MWCNTs (obrazky 33a, 31).

Prestoze samotné GPs nevedly k uvolnéni katepsinu B ani vyznamné neindukovaly
aktivaci NLRP3, jina situace nastala v pfipadé kanonické aktivace, kdy byly jako druhy signal
soucasn¢ podany GPs a MDP. V porovnani se samotnym MDP doslo v ptfipadé GP1 i GP2
k ndsobnému zvyseni produkce IL-1p (obrazek 33b). Tento nalez jednak vyvratil predpoklad
inhibice NLRP3 a zaroven potvrdil moznou roli CNMs jako Trojského kon¢ [82]. MDP ma
charakter PAMP a obvykle se nachazi u grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Za
normalnich okolnosti aktivuje intracelularni NOD2 receptor a potencialné piisobi jako prvni
i druhy signdl pro aktivaci NLRP3 [179]. Z obrazku 33b je patrné, Ze samotna stimulace
prozanétlivym MDP nebyla piili§ silnd. ZvySena aktivace mohla nastat v dasledku
intracelularniho zakoncentrovani MDP diky zvySené endocytoze GPs. MDP zaroven pisobil
jako doplitujici signal, diky kterému mohlo dojit k piekroceni urcitého prahu a NLRP3 byl
aktivovan v plném rozsahu. Podobny narist reaktivity makrofagt ve formé zvySené produkce
IL-6 a TNF-a byl zaznamenan pro soubéznou expozici grafenu nebo MWCNTSs a LPS [81].
Z dosud uvedeného je evidentni, ze ackoli nemodifikované CNMs nemusi mit samy o sobé
piimy cytotoxicky a prozanétlivy potencidl, jejich pfitomnost mize imunitni funkce vyznamné
modulovat.

Imunitni systém pracuje jako vysoce dynamicka soustava, kterd musi vyrovnavat riizné
reakce na mnoho podnétli zaroven. K tomu mu dopoméhaji vysoce specifické regulace
a jakékoli zasahy mohou danou rovnovahu narusit. V tomto ohledu je nezbytné provétit mozny
imunomodulacni efekt zejména takovych NMs, které se jevi jako biokompatibilni. Nejcastéji
se jedna o NMs a NPs, které maji svij potencidl v biomedicing, predpoklada se jejich
intravendzni podani a tedy 100% biologickd dostupnost. Dosud byl imunomodulacni efekt
pozorovan napf. u negativné nabitych sulfonat-polystyrenovych NPs a NPs oxidu Zeleza, které
u lidskych primarnich monocyti a mononuklearnich leukocytli periferni krve sniZzovaly
prozanétlivou odpovéd’ na LPS [180; 181]. Nanocastice zlata modulovaly sekundarni
pfedem stimulovanych vakcinacnim kmenem M. bovis BCG (Bacille Calmette-Guérin) [182].
Modula¢ni vliv na zakladni imunitni funkce je nutné hodnotit také u NMs, které v organismu
pretrvavaji dlouhou dobu, coz jsou praveé nemodifikované CNMs.

Zakladni imunitni funkci monocytii a makrofaga je schopnost vyvolat zanét. Jak bylo
zminéno vyse, vedoucim mechanismem pifimého prozanétlivého ucinku CNMs je aktivace

NLRP3 aprodukce IL-1B [98; 183-185]. Naproti tomu fyziologickd odpovéd’ béZznym

75



mikrobiim probiha obvykle produkei rtiznych cytokinli, mezi které fadime IL-6, IL-10 a TNF-
a. Tyto cytokiny jsou esencidlni pro prvni fazi prozanétlivé odpovédi, podili se na bunécné
signalizaci a vzajemné se ovliviuji. Je jasné, ze jakykoli zasah do jejich regulace potencialné
vede k nekontrolovatelnému zanétu a poSkozeni tkani [186]. Jejich produkce zavisi na aktivité
PRRs, ptevazné TLRs. Vzhledem k tomu, Ze tyto receptory obvykle reaguji na cely soubor
PAMPs, byly nami pro testovani modulace vybrany celé (teplem usmrcené) bakterie, které
simuluji redlnou situaci 1épe nez jeden purifikovany bakterialni ligand. Aby byla vyloucena
mozna vyhradni odpovidavost viici nékterému typu bakterii, byly u obou bunéénych modelt
testovany tii rizné druhy bakterii, konkrétné¢ HKEB (TLR4 a TLR2 agonista), HKSA (TLR2
agonista) a HKPA (TLR2 a TLRS agonista). Kontrolou zde byly buiiky exponované bakteriim,
které nebyly pfedem vystaveny CNMs. Abychom vyloucili efekt Trojského kon¢, byly THP-1
makrofagy 1 monocyty nejdiive kultivovany s necytotoxickymi koncentracemi CNMs,
a nasledné az po jejich pohlceni a odstranéni piebytecnych Eastic, byly vystaveny bakteriim.
Modulace prozéanétlivé odpovédi byla potvrzena pro vSechny tfi typy CNMs, nicméné se
vysledky lisily jak mezi obéma bunéénymi modely, tak mezi jednotlivymi CNMs (obrazky 36
az 44).

THP-1 makrofagy diferencované pomoci PMA byly v minulosti hodnoceny jako vhodna
alternativa k primarnim makrofagim [117; 187]. Na druhou stranu jejich maligni ptiivod obc¢as
vede k rozdilné reaktivité. Tedesco a kol. potvrdili, Ze v porovnani s lidskymi primarnimi
makrofagy diferencovanymi z monocytii vede M1 stimulace THP-1 makrofagh k ndsobné
snizené expresi IL-6 a naopak zvySené tvorbé IL-1f [188]. Obecné nizsi reaktivita v porovnani
s monocyty byla pozorovana i v naSi studii. Kazdopadné nejvyraznéjsi modulace THP-1
odpovédi byla patrnd u regulace IL-6, jehoz produkce byla v pfitomnosti vSech tii CNMs
zvySena. Podobné vysledky ziskali Lebre akol., ktefi béhem své prace odhalili, ze
nemodifikované GPs mohou pfedem naprogramovat makrofagy odvozené z kostni dfen¢.
Objevili, Ze pritomnost GPs zvySovala produkei IL-6 a TNF-a pomoci mechanismu vrozené
trénované imunity [189]. Zda se, ze u bunéénych modell reprezentujicich makrofagy dochazi
vlivem plsobeni nemodifikovanych CNMs nejprve k modulaci prozanétlivym smérem.
S ohledem na variabilni vysledky u riiznych typii bakterii vSak neni tato hypotéza uniformni
a zélezi na typu podnétu.

Mnohem zajimavéjsi byla v tomto ohledu reaktivita primarnich monocyti, u kterych byla
kromé produkce cytokinti hodnocena takeé jejich diferenciace. Nedavné studie poukazaly na to,
ze CNMs mohou modulovat imunitni funkce pomoci epigenetickych zmén, které vyjma

vrozené imunitni paméti zodpovidaji také za M1 a M2 polarizaci a podili se na autofagii [190-
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192]. Autofagie reprezentuje jednu z cest eliminace CNMs a teoreticky by mohla pfedstavovat
mechanismus modulace monocytt [126; 127; 193]. Pokud pfi probihajici autofagii nedochazi
k zablokovani autofagického toku, ktery obvykle vyusti v bunéénou smrt, dochdzi jejim
pusobenim ke snizeni produkce cytokint a inhibici aktivace NLRP3 [192]. V nasem pfipad¢ po
expozici CNMs a nasledné bakteriim nebyla pozorovana zadna zvySena umrtnost ani THP-1
makrofagl ani primarnich monocyti (obrazky 39, 45), ale zaroven nedoslo ani ke snizeni
produkce cytokinli (az na vy jimku IL-10 u HKSA a THP-1), coz pfedstavu o probihajici
autofagii nebo jeji blokaci u zadného z modelii nepodporuje. Nicméné se autofagie podili také
na bunécné diferenciaci, a pravé u monocytli ma vyznam v jejich prezivani [194]. VSechny tii
testované CNMs nejenze nezpisobily cytotoxicitu u primarnich monocytu, ale vylepsily jejich
preziti a stimulovaly jejich rychlou diferenciaci v makrofagy (obrazek 48). Pfi¢ina by dale
mohla spocivat v metabolickém piepnuti vyvolaném jiz zminénymi epigenetickymi zménami.
Soucasné studie ukdzaly, Ze primarni monocyty, které byly predem stimulované
necytotoxickymi koncentracemi NPs nebo patogentl, podstoupily epigenetické zmény z Casti
zalozené na signalizaCni kaskadé mTOR (Mammalian Target of Rapamycin), jejiz aktivace
vedla k ptepnuti metabolismu do anaerobni glykolyzy, kterd je spojovéana s lepSim piezitim
bunck [108; 195]. Epigenetické zmény tizce souvisi také s reorganizaci cytoskeletu, ke které
nutn¢ doslo pfi tvodni endocytéze CNMs. Neni vylouceno, ze samotné pohlceni CNMs
slouzilo jako uvodni signal k zahijeni signaliza¢ni kaskady, kterda vyustila v diferenciaci
monocytll 1 bez pfitomnosti rastovych faktori nebo bakteridlniho stimulu. Zmény
v reorganizaci bunéfného cytoskeletu probihaji prakticky neustale a jejich vlivem dochazi
k diferenciaci pozadovanymi sméry [196; 197]. Vliv CNMs na cytoskelet se jiZ mnohokrat
potvrdil. Naptiklad velké GPs narusSily cytoskeletalni sit’ v mySich makrofazich a epitelialnich
bunikach [97]. Platy GO narusily migraci epitelidlnich bunék A549 a HelLa piimou reakci
s aktinem [168; 198]. Efekt by mohl byt téZ nepfimy v disledku nespecifického mechanického
utlaku intraceluldrnich komponent. Z obrazku 25 lze vidét, Ze nejvétsi endozomy vytvarely
GP1, tedy k nejvétsimu utlaku dochazelo pravé v jeho pfitomnosti. To by mohlo teoreticky
vysvétlit rozdil v imunomodulaénich uc€incich jednotlivych GPs, kdy pravé jako nejvétsi
modulator (u obou typt bunék) byly potvrzeny GP1 (obrazky 42—44). Naopak vice rozptylené
GP2 vedly u monocytii k mirné az zanedbatelné modulaci produkce cytokind. Vyznamnou
ulohu zde mohly sehrat i navazané proteiny, které se obvykle sndze vazi na velké planarni
struktury [89]. Diky velké laterarni velikosti GP2 mohlo dojit k lepSimu maskovéni vlastniho

hydrofobniho povrchu a tim padem k minimalizaci jeho interakci s intracelularnim obsahem.
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autoregulacnich mechanismi, obzvlasté pak u MWCNTs, které samy stimulovaly aktivaci
NLRP3 [199; 200]. Prokéazalo se, ze nadmérna nebo opakovana stimulace primarnich monocytt
vede za urcitych okolnosti k utlumeni zanétlivé odpovédi, coz se podili na udrzeni vnitini
homeostazy [201]. V dusledku toho dochazi k preferencni polarizaci do subpopulace M2.
Bohuzel se ndm nepodatilo ptesné stanovit vyslednou polarizaci diferencujicich se monocytii.
Vlivem CNMs doslo k vytvoreni heterogenni populace, kterd disponovala znaky M1 (CD64)
1 M2 (CD163) makrofagh (tabulka 7). V porovnani s nestimulovanou kontrolou vSak bylo
piekvapujici, v jaké miie byly CD163 a CD64 exprimovany (tabulka 7). Analyza vychazela ve
vSech pripadech ze stejného poctu bun€k, tudiz se nejednalo o zkresleni v dusledku sniZeni
poctu kontrolnich monocyti-makrofagt v prubehu diferenciace. Ke zvySeni exprese receptoru
pro komplex hemoglobin-haptoglobinu CD163 obvykle dochdzi béhem pozdni fadze akutniho
1 chronického zanétu v reakci napt. na pisobeni endogennich glukokortikoidl a cytokint IL-6
a IL10 [202; 203]. Za fyziologickych podminek piedstavuje CD163 jeden z prominentnich
znakli M2¢ makrofagt, jejichz tkolem je pfedevsim remodelace tkani a angiogeneze. CD163
se zaroven podili na tlumeni silného mikrobidlniho a sterilniho zanétu [204]. Naopak CD64
pfedstavuje znak asociovany s vyraznou prozanétlivou aktivitou, napf. béhem sepse [205].
Jedna se o aktivaéni vysokoafinni Fc receptor (FCyRI), ktery se podili na fagocytoze, uvolnéni
prozanétlivych mediatori, na protilatkadch zavislé bunécné cytotoxicité a prezentaci antigenu
[206]. Exprese CD64 byva zvySovana béhem akutniho zanétu pisobenim IFN-y [207].
Z obecného hlediska je stanoveni polarizace na zdkladé¢ CD znakl velmi naro¢né, jelikoZ se
dané znaky v riznych pomérech vyskytuji u obou subpopulaci [208]. Navic studie
porovnavajici rizné CNTs ukazala, Ze se polarizace jedné populace mlize zménit v pribéhu
casu. Kultivace mysich alveolarnich makrofaghh s CNTs nejdiive vyvolala polarizaci do M1
charakteristické produkei IL-1P, kterd byla posléze inhibovana ve prospéch polarizace M2
a zvySeni produkce TGF-B [113]. Na zéklad¢ téchto informaci je mozné, Ze k podobnému
efektu dochazelo 1 v nasi préci a bylo by vhodné stavajici méteni zopakovat ve vicero casovych
intervalech na vétSim mnozstvi vzorkd.

Celkové rozdilné cytokinové spektrum u monocyti a THP-1 makrofagh vychdzelo
pravdépodobné z odlisného diferencianiho stadia bun¢k a jiz zminénych zéasadnich rozdilt
mezi primarnimi a nadorovymi bunkami. Oba bunééné modely si vSak zachovaly svoji
fagocytarni funkci (obrazky 41, 47). Vlivem zahdjeni diferenciace doSlo u monocytl
k celkovému zvyseni fagocytdzy diky navySeni poctu fagocytujicich bunck. Kvili vysoké

autofluorescenci a moznému zhéseni fluorescence nebylo mozné s jistotou urcit, zda jednotlivé
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monocyty s CNMs fagocytuji EC méné, ¢i vice. Vysledky THP-1 makrofagii byly vice
homogenni a ukazovaly na mirné snizeni fagocytarni aktivity (tabulka 5). I zde se samoziejmeé
mohlo projevit zhaseni fluorescence. Jako dopliujici test byla provedena kolorimetricka esej
zalozena na fagocytdéze zymosanu, kterd snizeni fagocytdzy potvrdila, avSak dosud nebyla
zopakovana. Snizeni fagocytézy u THP-1 makrofagh by odpovidalo endocytéze pomoci
scavenger receptort. Studie sledujici vychytavani karboxylovanych MWCNTSs pomoci SC-Al
zaroven potvrdila snizeni fagocytézy SC-A1 ligandi v disledku spotieby receptorti pro
MWCNTs [83]. Potencidlni naruSeni fagocytarni aktivity nicméné nestalo za modulaci
produkce cytokinti.

Zavérem lze fict, ze prestoze zadné z testovanych CNMs neptisobily pfimo cytotoxicky,
jejich pritomnost vyznamné ovlivnila zanétlivou odpovéd’, zejména produkci cytokinti. Na
vysledné modulaci se pravdépodobné podilelo vice mechanismt zavislych jak na typu bunck,
tak na typu nanomaterialu. VSechny tfi suspenze CNMs byly pfipravovany podle totozného
protokolu, coz vzhledem k rozdilnosti vysledkli mezi jednotlivymi typy CNMs vylucuje
zasadni prispéni cholatu. Podobné jako u pifimého prozanétlivého ucinku se zde jako
rozhodujici faktory jevily tvar a velikost Castic. Je evidentni, Ze samotnd endocytdza
a intracelularni distribuce CNMs vyvolaly mimo jiné reorganizaci cytoskeletu, ktery je obecné

pfimo i nepfimo zapojen do fady signalnich drah [196].
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6. ZAVER

Cilem této disertacni prace bylo in vitro hodnoceni prozanétlivého uc¢inku vybranych
CNMs, a to konkrétné nemodifikovanych MWCNTs a dvou typa GPs. K vlastnimu testovani
byly vybrany bunécné modely reprezentujici profesionalni fagocyty, konkrétné¢ primarni
monocyty izolované od zdravych darch a buniky vychézejici z lidské monocytarni linie THP-1
diferencované na makrofagy.

Stanoveni imunotoxicity po expozici CNMs probihalo ve tfech zakladnich krocich, kdy
byly postupné hodnoceny (1) Zivotnost ovlivnénych bungk, (2) ptfimy prozanétlivy ucinek a (3)
nepiimy prozanétlivy uc¢inek ve formé stanoveni modulacniho ucinku na zdkladni imunitni
funkce.

(1) Vysledky na zékladé stanoveni LDH, HMGBI1 a mikroskopické analyzy ukazaly, ze
nami zvolené nemodifikované GPs nem¢ly akutni cytotoxicky efekt. Navic doslo vlivem jejich
endocytézy u primarnich monocytii k zah4jeni mechanismil podporujicich jejich piezivani.
Podobny efekt nastal i v pfipadé¢ MWCNTs, pouze vSak do urcité koncentrace (v naSem piipadé
60 pg/ml), kdy pravdépodobné zacaly pievazovat signaly asociované s tvorbou DAMPs
vedouci ke smrti bunky.
efekt. Vysledky odpovidaly mikroskopické analyze, kdy byly GPs nalezeny pievazné
,bezpecné“ uzavieny v endozomech. V porovnani s tim byl potvrzen prozanétlivych ucinek
MWCNTs, které diky svému tvaru poSkozovaly lysozomy a uvolnény katepsin B aktivoval
NLRP3 s naslednou produkci IL-1B. Nicméné aktivace NLRP3 nevedla k pyroptické smrti
buiiky.

(3) Nehled¢ na absenci cytotoxicity byl pro vS§echny CNMs potvrzen modula¢ni efekt,
a to zejména v zesileni cytokinové odpovédi vici bakteridlnim stimulim. Taktéz byl pro GPs
potvrzen kostimulaéni efekt na aktivaci NLRP3 v odpovédi na reprezentativni stimul. Celkové
doslo k posileni prozanétlivé odpovéedi, a tedy potvrzeni akutniho nepfimého prozanétlivého
ucinku CNMs. Nicmeéné zvySeni tvorby IL-10 naznaCovalo mozné zahajeni autoregulacnich
mechanisml ukazujici na preferencni polarizaci smérem k M2. To vSak vyzaduje mnohem
komplexnéjsi ovéteni.

Celkove vysledky této prace ukazuji na dilezity fakt, Ze nanomaterialy, které mohou byt
povazovany za biokompatibilni, mohou ve skutecnosti siln¢ ovliviiovat dilezité imunitni
funkce. Tato prace také jako jedna z prvnich dokladd modula¢ni u¢inky nemodifikovanych

CNMs na lidské primarni monocyty, a to hned v nékolika smérech. Dosud byl imunomodulaéni
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efekt CNMs hodnocen pfevazné na makrofazich rtizného plivodu nebo suspenznich THP-1
monocytech. V této praci je mimo jiné ukazéano, ze se odpovidavost téchto modelll vzdjemné
vyrazng lisi. Primérni monocyty ptedstavuji velice plastickou populaci s mnoha esencialnimi
funkcemi a naruSeni téchto funkci muze vést k zdvaznym nasledkiim. V kontextu vyslovené
hypotézy vlivu cytoskeletalnich zmén by bylo vhodné se dale zamétit na hodnoceni bunécné
migrace, kterd je s cytoskeletem uzce spjata, a rozsifit stdvajici méfeni o ¢asosbérné detekce

w7 oW

specifickych proteinti a hodnoceni $irsi $kaly asociovanych fenotypovych znakd.
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