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Souhrn

Karbonové nanomaterialy (CNMs) disponuji unikatnimi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi, diky kterym nachazi potencidlni uplatnéni v primyslu i mediciné. Spole¢né
s produkci vSak rostou obavy o jejich ptsobeni na lidsky organismus. Z toho diivodu jsou
CNMs castym tématem toxikologickych studii. Klicovym krokem v objasnéni jejich
bezpecnosti je hodnoceni vzajemné interakce se slozkami imunitniho systému, konkrétné
schopnosti vyvolat zanét. U nekterych alotroptli, napt. nemodifikovanych derivati grafenu,
podstatné vysledky stale chybi nebo nejsou kompletni. Z téchto divodu se tato disertacni
préace zabyva hodnocenim prozanétlivého ti¢inku dvou typti nemodifikovanych grafenovych
platkt (GPs), které obvykle vznikaji jako meziprodukt pti zpracovani dalSich grafenovych
derivatii a do organismu mohou pronikat napt. vdechnutim. Pro srovnani prace zahrnuje
hodnoceni prozanétlivého ucinku mnohosténnych karbonovych nanotrubic (MWCNTs).

Profesionalni fagocyty, pfedevsim monocyty a makrofagy predstavuji kli¢ové bunky
ve zpracovani a odstraniovani cizorodych i télu vlastnich poSkozenych ¢i abnormalnich
elementli. Vzhledem k tomu, Ze se zaroven jedna o hlavni mediatory zanétu, byly pro vlastni
testovani CNMs zvoleny bunéné modely zalozené na lidskych primarnich monocytech a
lidské monocytarni linii THP-1 diferencované na makrofagy. U obou modeld byla pomoci
transmisni elektronové mikroskopie potvrzena rychla endocytéza viech CNMs. Zivotnost
bun¢k byla hodnocena méfenim tuniku laktat dehydrogendazy (LDH) a HMGBI1 (High-
Mobility Group Box 1). Pfimy prozanétlivy ucinek byl hodnocen na zédklad¢ aktivity
inflamazomu NLRP3 a produkce IL-1p. 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 lysozomu. V piipadé¢ GPs nebylo
detekovano zadné naruSeni bunécné integrity ani akutni prozanétliva aktivita. Potencialni
inhibice zané¢tu byla vyvracena soubéznou expozici GPs s reprezentativnim prozanétlivym
stimuldtorem. Naopak byla pozorovana zesilend reaktivita, na jejimz zaklad¢ byl dale
hodnocen neptimy prozanétlivy ucinek pomoci stanoveni modulace ve form¢ méfeni
bunééné reaktivity vii¢i vybranym bakteriim. U pfedem exponovanych monocyti 1 THP-1
makrofagh CNMs byla hodnocena naslednd fagocytarni aktivita pomoci mikroskopie a
pratokové cytometrie a produkce IL-6, TNF-a aIL-10 pomoci ELISA metody nebo
biologické eseje zalozené na reportérovych buiikach. Soucasti prace bylo téz mikroskopické
a cytometrické sledovani vlivu CNMs na diferenciaci primarnich monocytt. Vysledky prace
potvrdily imunomodula¢ni u¢inek u vSech tii 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 HMGB1 (High-Mobility Group Box 1)
release. The direct proinflammatory effect was assessed by detection of NLRP3
inflammasome activity and IL-1B 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$Sim rozmérem v nanométitku (obvykle 1-100
nm). Naproti tomu nanocastice (NPs, Nanoparticles) jsou objekty o tfech vné&jSich
rozmérech v nanoméfitku [1]. Diky tomu ziskdvaji NMs 1 NPs nové unikatni vlastnosti
odlisné od ekvivalentniho materialu v makroskopickém méftitku. Ptikladem je obrovsky
reakéni povrch, ktery umoznuje Siroké uplatnéni v prumyslu i medicing [2; 3]. NMs (i NPs)
mohou byt piivodem pfirodni, nebo syntetické (pramyslové vyrabéné). Na zakladé jejich
sloZeni dale rozliSujeme organické, anorganické, piipadné kompozitni (kombinované) a
karbonové NMs. Vyrobou, chovanim a vyuzitim nanoobjekt véetné NMs, NPs a rtiznych
nanostruktur, se zabyva nanotechnologie [4].

1.2. Karbonové nanomaterialy

Zakladnim stavebnim prvkem karbonovych nanomateriali (CNMs, Carbon-Based
Nanomaterials) je uhlik. Jednad se o velmi odolné a pevné struktury schopné vodit teplo
a elektricky proud [5]. Jednim z nejvyznamnéjSich zastupci CNMs je grafen [6].

Grafen se sklada z jeden atom silné vrstvy sp2-hybridizovanych atomii uhliku, které
jsou vzajemné uspotradané do 2D matrice pripominajici vceli plastev. Diky tomuto uporadani
se jedna o jeden z nejpevnéjSich a nejodolnéjsich materialti viibec [7]. Lze ho ziskat napf.
mechanickym nebo chemickym odlupovanim (exfoliaci) z grafitu, ve kterém ptedstavuje
jednotlivé vrstvy. Vysledkem produkce jsou obvykle nékolikavrstvé grafenové platky (GPs,
Graphene platelets) [8]. Nemodifikovany (Cisty) grafen je silné hydrofobni a nelze ho
stabiln¢ resuspendovat ve vodném médiu. Ztoho divodu se rizné¢ modifikuje
(GO) a redukovany GO. Grafen také slouzi jako vychozi matrice dalSich CNMs, kdy jeho
rolovanim vznikaji nanotrubice a nebo zabalenim fullereny [7].

Karbonové nanotrubice (CNT, Carbon Nanotubes) jsou duté tubularni objekty
vytvotené z cylindricky uspofddané vrstvy grafenu. Dle poc¢tu téchto vrstev rozliSujeme
jednosténné (SW, Single-Walled) CNTs o priiméru do 10 nm a délce az desitky um, dale
dvousténné (DW, Double-Walled) a mnohosténné (MW, Multi-Walled) CNTs s vnitinim
pramérem 0,4 az nékolik nm a vnéjS§im primérem az 100 nm [6; 9]. Vysoky pomér stran
a pritomnost sp2 vazeb poskytuji CNTs velkou pevnost, tepelnou i mechanickou odolnost
a podobn¢ jako u grafenu je lze rizné¢ modifikovat. Diky témto vlastnostem nachazi
perspektivni vyuziti v elektronice, primyslu, v ptipravé konstrukénich systému a riznych
polymert a teoreticky 1 v mediciné€ [10].

Karbonové nanomateridly jsou v souCasnosti studovany pro svoji potencialni
biomedicinskou aplikaci v oblastech zahrnujicich zobrazovaci metody, biosenzory, nosice
protinddorovych lé¢iv ¢i jako samotna 1éCiva, adjuvancia a tkanové inzenyrstvi [11].
Zaroven rostou obavy o jejich bezpecnosti. Béhem imysIné i neumyslné interakce ¢lovéka
s CNMs miiZze dochéazet k negativnim u¢inkiim, kterymi se obecné& zabyva nanotoxikologie
[12].

Clovék byva neumyslné vystaven CNMs béhem jejich vyroby ¢&i piipravy
a postprodukéniho zpracovani. Vstup CNMs do organismu probihd riznymi cestami, kdy
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nejcastéji dochazi k inhalaci, dermélni penetraci a ingesci [12; 13]. Nasledné distribuce
v organismu je zavisla na fad¢ faktort, které zahrnuji vnitini fyzikalné-chemické vlastnosti,
jako jsou velikost, naboj ¢i funkcionalizace, a vlastnosti ziskané po kontaktu s biologickym
prosttedim  [14]. Prikladem je tvorba proteinové korony, kdy dochazi
ke spontannimu a rychlému navazani biologickych slozek na povrch CNMs. O celkovém
sloZeni proteinové korony rozhoduji vychozi fyzikdlné-chemické vlastnosti, zejména plocha
a naboj. Vazba proteinii mize tyto vlastnosti zpétné meénit, coz se odrazi napt. na zmeéné
hydrodynamického priméru a koloidni stabilité [15].

Z bezpecnostniho hlediska se jako kli¢ovy mechanismus neumyslného prostupu
CNMs do organismu povazuje inhalace. Zatimco vétsi Castice (1-10 um) vétSinou zlstavaji
na urovni pridusek a pradusnice, mensi ¢astice pronikaji do hlubSich vrstev (plicni sklipky,
aleveolo-kapilarni bariéra), kde jsou pohlcovany alveolarnimi makrofagy nebo zlstavaji
zachycené v extracelularnim prostredi [16; 17]. Nalezy CNMs v krvi, jatrech, slezin€ nebo
ledvinach béhem in vivo studii ukazuji, Ze v mensi mife mohou prostupovat i do krevniho
ob¢hu, ptipadné mohou prostupovat stievni bariérou po ingesci [18; 19].

Piedpokladem vyuZiti CNMs v mediciné€ je intravendzni podani, kdy dochazi ke 100%
biologické dostupnosti. Nasledujici translokace opét zavisi na vychozich vlastnostech
danych CNMs. Obecné lze fict, ze interakce mezi CNMs a organismem je vysledkem
dynamického procesu neustalych zmén, které CNMs prodélavaji postupem v raznych
biologickych soustavach. [20].

1.3. Imunotoxicita CNMs

vvvvvv

systtmem. Vyjma faktu, Ze je imunitni syst¢tm nasi hlavni obranou proti cizim
mikroorganismiim a ¢asticim, podili se také na udrzeni vnitini homeostazy. Hraje
nenahraditelnou roli v rozpoznini a vC€asné eliminaci endogennich agens, jako jsou
naptiklad poSkozené tkan€¢ nebo abnormalni bunky. Je dobfe zndmo, ze riizné chemikalie
a xenobiotika mohou integritu imunitniho systému narusit [21]. Porusenim homeostazy
muze dochéazet ke vzniku chronickych abnormalit a ndslednému rozvréaceni celého systému.
Vzhledem k faktu, Ze slozky imunitniho systému jsou zastoupeny v krevnim ob¢hu, ve
tkanich a na sliznicich, je vzajemny kontakt s nanocasticemi téméf nevyhnutelny.

Diky své odolnosti mohou CNMs, zejména ty nemodifikované, pretrvavat
v organismu po velmi dlouhou dobu [16; 17]. Na druhou stranu rizné povrchové upravy,
jako je napf. oxidace, oteviraji cestu k pfipadné enzymatické degradaci [22]. 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 [23]. Nasledkem miZze byt vznik imunotoxicity, kterd zahrnuje
cytotoxické, imunosupresivni nebo imunostimulaéni reakce [24].

Prvnim krokem imunitni odpovédi na ptitomné CNMs je jejich rozpoznavani. To
muize byt silné¢ ovlivnéno pfitomnosti biologické kontaminace. V tomto ohledu hraje
rozhodujici tlohu vrozena imunita, pfedevSim fagocyty, které pomoci Siroké Skaly
cytoplazmatickych a membranovych receptori (PRRs, Pattern Recognition Receptors)
rozpoznavaji evolu¢né zakonzervované motivy typické pro rizné skupiny mikrob
(MAMPs, Microbe-Associated Molecular Patterns), patogennich mikrobti (PAMPs,
Pathogen-Associated Molecular Patterns) a motivy spojené s poskozenim bun€k a tkéani
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(DAMPs, Danger-Associated Molecular Patterns). Mezi cytoplazmatické PRRs se fadi napf.
NOD (Nucleotide-Binding Oligomerization Domain)-like receptory (NLRs), které jsou
mimo jiné soucasti inflamazomu, viz dale. Membranové receptory reprezentuje napf.
skupina glykoproteinii zvana Toll-like receptory (TLRs). Interakci receptori se svym
ligandem dochazi k signaliza¢ni kaskad¢ a aktivaci ptislusnych proteinovych komplext
a transkripcnich faktord. Centralni ulohu zde plni NF-«kB (Nuclear Factor kappa-Light-
Chain-Enhancer of Activated B Cells), ktery po aktivaci putuje do jadra bunky a zahaji
cytokinti [25]. Typicky ligand a zaroven nejcastéjsi kontaminant je lipopolysacharid (LPS),
ktery se na CNMs vaze pomoci hydrofobnich a elektrostatickych interakei [26; 27]. Takto
kontaminované CNMs, které mohly byt plivodné biokompatibilni, se stavaji vice
imunogenni a potencialné cytotoxické [27]. Zarovent mohou predstavovat ,, Trojského koné*
pro latky, které by se za fyziologickych podminek do buniky nedostaly [28]. V dusledku
dochazi 1 k chybné interpretaci dat imunologickych a cytotoxickych testl a je proto nutné
pfitomnost biologické kontaminace LPS neustale kontrolovat.

Zminéné TLRs potencidlné rozeznavaji i sterilni CNMs, a to nespecificky pomoci
hydrofobnich interakci [29]. Rlizné povrchové modifikace pak mohou ovlivnit interakce
s dal$imi receptory, napt. scavenger receptory [30]. Na zaklad¢ dalSich faktorti, jako jsou
velikost, tvar a sloZeni proteinové korony, dochézi k aktivaci riznych signalti vedoucich
k pohlceni CNMs nejcastéji formou fagocytdzy a receptorem zprostiedkované endocytdzy
[30-33]. Klicovou roli v pohlcovani a nasledném zpracovani CNMs hraji profesionalni
fagocyty, pfevazné monocyty a makrofagy [34].

Monocyty jsou velké jednojaderné leukocyty kulatého az améboidniho tvaru. Vznikaji
z myeloidnich prekurzorit v kostni dfeni a u zdravého dospélého clovéka tvoii 2 az 8 %
vSech leukocytli vkrvi. Mezi jejich hlavni funkce patfi diferenciace v makrofagy
a dendritické bunky, fagocytéza, prezentace antigenu, produkce prozanétlivych
a protizanétlivych cytokinli a imunomodulace. Také se podili na vzniku vrozené
imunologické paméti, nazyvané téz vrozend trénovana imunita, kdy v disledku
epigenetickych a metabolickych zmén dochézi k zesileni imunitni odpovédi na opakovany
stimul [35].

Makrofagy tvoii velmi heterogenni skupinu velkych jednojadernych leukocyta, jejichz
hlavnimi funkcemi jsou eliminace cizorodych castic, zbytka bunck a poSkozenych tkani,
Vyznacuji se svoji plasticitou, kdy meéni své vlastnosti v zavislosti na signdlech ze
svého mikroprostiedi [25]. Z funk¢niho hlediska Ize makrofagy d¢lit dle stavu aktivace na
klasicky aktivované M1 a alternativné aktivované M2. M1 makrofagy ptedstavuji
efektorové bunky prozanétlivé odpovédi vrozené imunity charakteristické vysokou produkei
cytokint IL-6, TNF-a a IL1-f a déle zvySenou tvorbou reaktivnich forem kysliku (ROS,
Reactive Oxygen Species) a oxidu dusnatého (NO) [36]. Naproti tomu M2 makrofagy, které
se vyznacuji tvorbou prevazné protizanétlivych cytokini IL-10 a TGF-B, navozuji
angiogenezi, remodelaci a opravu posSkozenych tkani. Celkovée tlumi probihajici zanét, ale
jejich ¢innost muze vést az k fibroze nebo pronadorové aktivite [37].

Pti studiu cytotoxicity se Casto vyuziva lidska leukemickd monocytarni linie THP-1.
Jedna se o mensi kulaté az polygonalni buiiky, které na svém povrchu nesou znaky monocyta
1 makrofagi. Na rozdil od jinych monocytarnich linii maji stabilni diploidni karyotyp [38].

8



Za optimalnich kultiva¢nich podminek rostou ve formé suspenze s casem zdvojeni 26—34 h.
Na prozanétlivy podnét reaguji zvySenim exprese adheznich molekul a produkci
prozanétlivych cytokint (IL-6). Pomoci PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate), kyseliny
retinové, nebo vitaminu D3 je lze diferencovat na makrofagiim podobné buiky, které
pretrvavaji v adherentni kultufe a dale se nedéli [39; 40]. Vhodnou kultivaci je lze
polarizovat na M1 a M2 subtypy [41]. Ke studiu konkrétnich metabolickych drah byvaji
casto vyuzivané i jejich geneticky modifikované varianty [42].

Mezi zékladni mechanismy imunotoxického ptisobeni CNMs patii vyvolani zadnétu.
Prozanétliva odpovéd’ vznikd nejcastéji v dasledku pasobeni oxida¢niho stresu
a v pritomnosti kontaminace. Nelze opomenout ani mechanické poskozeni, k némuz dochézi
béhem transportu CNMs do buné€k i béhem intraceluldrnich interakci [43]. Fagocyty se
obvykle snazi cizorodé¢ Castice eliminovat prostiednictvim uzavieni do endozomt, ptipadné
fagozomd, které jsou bud’ transportovany ven v podobé exozomt, nebo fuzuji s lysozomy,
kde dochazi k degradaci pomoci proteolytickych enzymt [25]. Velmi dilezita je autofagie,
pfi které jsou obvykle recyklovany vlastni makromolekularni komponenty za tUcelem
bunécného piezivani [44]. Obdobné jako u endocytézy dochazi k degradaci vlastniho
obsahu pomoci fuze s lysozomy [44]. Zaroven je to jedna z cest eliminace intracelularnich
patogenil a nanocastic [45; 46]. Veskeré tyto procesy mohou byt kdykoli ptitomnosti CNMs
naruseny at’ uz specifickymi interakcemi vychazejicimi z funkcionalizace castic, nebo
mechanickym naruSenim intracelularnich membréan. Vysledkem je soubor signalti vedouct
k rozvoji zanétu, ve kterém hraje klicovou roli inflamazom.

Inflamazomy jsou makromolekularni komplexy jejichz prostfednictvim je aktivovana
kaspdza-1, ktera Stépi gasdermin D (GSDMD), pro-IL-1p, pro-IL-18 na biologicky aktivni
IL-1B, IL-18 a N-koncovy zbytek gasderminu D (GSDMD-N) [25]. Dosud nejlépe
charakterizovany inflamazom je NLRP3 (NOD-Like Receptor Family Pyrin Domain
Containing 3). K jeho aktivaci dochdzi tfemi rliznymi cestami, a to kanonickou,
nekanonickou a alternativni. Kanonicka aktivace probiha pfevazné u makrofagl a zahrnuje
dva signaly [47]. Prvni signal pochazi z reakce na riizné PAMPs nebo endogenni molekuly
(TNF-a) a vede k aktivaci NF-«xB, jehoz prostfednictvim se zvySuje exprese NLRP3 a pro-
IL-1B. Vlastni sestaveni NLRP3 zprostiedkovava az druhy signal, kterym jsou napt. DAMPs
(uvolnéné katepsiny, ROS) [48]. B¢hem nekanonické cesty mize byt NLRP3 aktivovan
prostiednictvim endogennich kaspaz-4 a 5, které specificky vazi LPS z gramnegativnich
bakterii a svoji aktivaci S$tépi cytoplazmatickou ¢ast pannexinu-1, ktery predstavuje
membranovy kanal pro ATP (Adenosine Triphosphate). ATP se v tomto ptipadé chova jako
autokrinni stimuldtor a v disledku nerovnomeérné tvorby GSDMD-N a purinoreceptorovych
pora muze dojit az k prasknuti buniky a vyliti veskerého obsahu ven, tzv. pyroptoze [47].
Nejméné probadand alternativni aktivace NLRP3 je charakteristickd pro cirkulujici
monocyty, které na rozdil od makrofagl, exprimuji vysoky podil NLRP3. Tim padem neni
potieba dvou signalti a produkce IL-1B nastava jiz po stimulaci LPS. DileZitou roli tu
zastava signalizacni kaskdda skrze adaptorovy protein FADD (FAS Associated Death
Domain) a kaspazu-8, ale presny mechanismus aktivace je neznamy [49; 50].



2. Cile prace

Cilem piedkladané disertacni prace bylo in vitro hodnoceni mozného prozanétlivého
ucinku vybranych CNMs, konkrétné¢ nemodifikovanych GPs a MWCNTs na zakladé:

(1) stanoveni cytotoxicity u vybranych exponovanych imunokompetentnich bunék

(2) stanoveni produkce cytokinti u vybranych exponovanych imunokompetentnich
bunck s ohledem na aktivitu inflamazomu NLRP3

(3) stanoveni modula¢nich ucinki na fyziologické prozanétlivé funkce vybranych
exponovanych imunokompetentnich bunék
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3. Material a metodika

3.1. CNMs a jejich charakterizace

Hodnoceni prozanétlivého ucinku probihalo u nemodifikovanych MWCNTs 659258;
Merck, Némecko), nemodifikovanych GP1 zakoupenych od firmy PlasmaChem (PL-P-
G750, GmbH, Némecko) a nemodifikovanach GP2 laskavé poskytnutych prof. Adriele
Prina-Mello z centra CRANN (The Centre for Research on Adaptive Nanostructures and
Nanodevices, Trinity College Dublin, Irsko). Morfologie vS§ech CNMs byla hodnocena
pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM; Philips 208 S Morgagni, FEI, CA,
USA). Velikost, ndboj a stabilita v suspenzi byly hodnoceny pomoci stanoveni
hydrodynamického priméru (Hp) a zeta potencidlu ({; Zetasizer Nano-Ultra, Malvern
Panalytical Ltd, UK). Detailni charakterizace zahrnujici rentgenovou spektroskopii,
Ramanovu spektroskopii a termogravimetrickou analyzu byla provedena ve spolupraci
s Centrem materidlli a nanotechnologii (CEMNAT, Fakulta chemicko-technologicka,
Univerzita Pardubice) a s Ustavem fyzikalni chemie J. Heyrovského AV CR, v. v. i. (Praha).
Pfitomnost biologické kontaminace vSech tii CNMs byla hodnocena na zakladé detekce
TLR2 a TLR4 agonistl s vyuzitim bunééné eseje zalozené na komercné dostupnych
reportérovych bunéénych liniich HEK-Blue™-2, respektive HEK-Blue™-4 (InvivoGen,
Francie).

3.2. Testovani prozanétlivého i¢inku CNMs

K testovani cytotoxického a prozanétlivého ucinku CNMs byly vyuzivany bunécné
modely vychdazejici z lidské leukemické monocytarni line THP-1 (ECACC, Salisbury, UK)
a lidskych primédrnich monocytt izolovanych z periferni krve darct. Kultivace probihala v
plném kultivaénim médiu RPMI 1640 (u monocyti bylo pouzito autologni sérum) za
standartnich podminek (37 °C, 5 % CO2). Buiikky THP-1 byly pfed vlastnim testovanim 72 h
diferencovany na THP-1 makrofagy pomoci PMA (Merck, Némecko). Expozice THP-1
makrofagl 1 primarnich monocyti CNMs probihala v 96jamkovych nebo 6jamkovych
desti¢kach po dobu 24 a 48 h. Zivotnost byla hodnocena na zikladé stanoveni mnozstvi
uvolnéné laktat dehydrogenazy (LDH) do supernatanti (CyQUANT™ LDH Cytotoxicity
Assay, Invitrogen, USA). V supernatantech byly téz stanoveny hladiny IL-6, TNF-o a IL-10
pomoci sendvicové ELISA metody (Bio-Techne R&D Systems s.r.o., MN, USA).
Intracelularni lokalizace CNMs byla hodnocena pomoci TEM.

K hodnoceni kanonické aktivace NLRP3 byly pouzity geneticky modifikované linie
THP-1, konkrétné THP1-null (pozitivni kontrola aktivace inflamazomu NLRP3), THPI-
defNLRP3 a THP1-defASC (negativni kontroly aktivace inflamazomu NLRP3) a THP1-
HMGBI1-Lucia™ (hodnoceni pyroptézy pomoci luminiscenc¢ni detekce HMGB1::Lucia).
Postup probihal dle pokynti dodavatele bunck (InvivoGen, Francie). Potencidlni
mechanismus aktivace byl hodnocen s vyuZzitim konfokalni mikroskopie (SP-2, Leica
Microsystems, Némecko) uvolnéného katepsinu B v cytoplazmé. K méfeni byla pouzita
souprava CV-Cathepsin Detection Kit, (Enzo Life Sciences, Inc., NY, USA). Alternativni
aktivace NLRP3 byla sledovana u primarnich monocytt. Ve vSech ptipadech byla aktivita
NLRP3 hodnocena na zékladé stanoveni produkce IL-1B v supernatantech exponovanych
bunék. K detekci byla poZita bunééna esej zaloZena na reportérovych bunkach HEK-Blue™
IL-1B (InvivoGen, Francie).
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3.3. Hodnoceni modulace imunitni funkce

K testovani modulacnich u¢inktit CNMs byly opét vyuzity lidské primarni monocyty a
THP-1 makrofagy. Nejprve byl sledovan modulac¢ni vliv na prozanétlivou odpovéd’ vici
riznym patogenim. Mé&feni probihalo tak, Ze byly obé& populace nejprve na 24 h vystaveny
CNMs. Ty byly posléze odstranény a buiiky byly dal§ich 24 h inkubovany s vybranymi
teplem usmrcenymi (Heat-Killed) bakteriemi, konkrétn& Escherichia coli sérotyp 0111:B4
(HKEB), Staphylococcus aureus (HKSA) a Pseudomonas aeruginosa (HKPA) zakoupené
od firmy InvivoGen (Francie). Buiikky pfedem neexponované CNMs slouzily jako kontrola.
Z odebranych supernatantti byla hodnocena zivotnost bunék pomoci LDH a produkce
cytokini IL-6, TNF-a a IL-10. K detekci IL-6 byla pozita bunéna esej zaloZena na
reportérovych bunkidch HEK-Blue™ IL-6 (InvivoGen, Francie). TNF-a a IL-10 byly
stanoveny s vyuzitim sendvi¢ové ELISA metody.

Dale byl hodnocen potencialni vliv na fagocytarni aktivitu bunék. THP-1 makrofagy
a primarni monocyty byly opét predem 24 h kultivoviny s CNMs. Po odstranéni
nepohlcenych CNMs byly k buitkdm na 3 h pfidany fluorescencné znacené¢ pHrodo™ Red
E. coli BioParticles™ (EC; Life Technologies, CA, USA). Detekce fagocytovanych EC
probihala pomoci fluorescen¢ni mikroskopie (Nanolive 3D Cell Explorer-fluo, Nanolive,
Svycarsko) a pritokové cytometrie (Navios™, Beckman Coulter, KA, USA).

Nakonec byla hodnocena diferenciace primarnich monocytii v makrofagy. Po 24 h
inkubace s CNMs byly nepohlcené NMs odmyty a buiiky se nechaly dalSich 7 dni
diferencovat. Vysledny fenotyp byl stanoven na zaklad¢ cytometrické analyzy povrchovych
znakli CD163 a CD64 (Beckman Coulter, Brea, KA, USA). Morfologie byla sledovana
pomoci optické mikroskopie (Nikon Eclipse TS2, Nikon, Japonsko) a holotomografické
mikroskopie (Nanolive 3D Cell Explorer-fluo, Nanolive, Svycarsko).

3.4. Statistické hodnoceni

Vysledna data vSech pokust byla ziskdna minimaln€ ze tfi nezavislych méfeni
provedenych v duplikatech nebo triplikatech. Hodnoceni probihalo pomoci programu
GraphPad Prism™ verze 8.2.1 (GraphPad Software Inc., CA, USA). Na zaklad¢ Shapiro-
Wilkova testu normality byla provedena bud’ parametrickd nebo neparametricka analyza
rozptylu (ANOVA) nasledovand Dunnettovym nebo Kruskal-Wallisovym post hoc testem.
Pii mnohonasobném porovnani byla uplatnéna Bonferroniho korekce. V piipadé¢ testovani
modulace produkce cytokinil byly vysledky hodnoceny oddélen¢ pomoci parového t-testu,
nebo parového Wilcoxonova testu. Statisticka vyznamnost byla urcena na zakladé p-hodnot,
kdy * p<0,05; ** p<0,01; a *** p<0,001. Pokud neni uvedeno jinak, data jsou zndzornéna
jako stfedni hodnoty + standardni odchylka.
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4. Vysledky

4.1. Charakterizace CNMs

Snimky TEM ukazaly Ze vSechny tfi CNMs maji heterogenni tvar, velikost a v piipadé
MWCNTs i délku. Oba GPs tvotily mensi nepravidelné agregaty (obrazek 1d,e), pficemz
vyrazn€¢ mensi GP1 (lateralni velikost 80-200 nm) tvotil spiSe vlocky podobné hrudkam,
coz ukazuje na vyrazné niz$i kvalitu. Naopak GP2 tvofil velké platy o laterdlni velikosti
ptiblizné 250—400 nm s okraji pfipominajici tvar cepele (obrazek 1b). MWCNTs tvotily az
10 um dlouhé trubice o priméru piiblizn€¢ 80—200 nm a s hladkym povrchem (obrazek 1c).
Kromé samostatnych trubic byly pozorovany i mensi agregaty obsahujici rizné zalomené
trubice. Mista zlomu a kraje Casto tvorily kulovité utvary (obrazek 1f). Velikost GPs v
suspenzi byla néasledné potvrzena stanovenim hydrodynamického priméru Dy. Primérmné
hodnoty Dy po natfedéni v milliQ vodé byly u GP1 179 £ 103 nm a u GP2 332 + 85 nm. Po
nafedéni GPs kultivaénim médiem se hodnoty zvysily jen minimalné. Polydisperzni index
PdI mensi nez 0,3 odpovidal homogenni distribuci materialti. Stabilita byla ovéfena méfenim
(-potencidlu, ktery ¢inil u MWCNTs -39,1 £ 6,7 V, u GP1 42,5+ 6,9 VauGP2 -34,7+7
V. Pfeneseni CNMs do kultiva¢niho média (pH 7,2) vedlo ke tvorbé proteinové korony, kdy
absolutni hodnota {-potencidlu klesla na hodnoty blizké -10 mV, ale zaroveii byla zachovana
homogenni distribuce. U MWCNTs (30 pg/ml) i obou GPs (60 pg/ml) byla potvrzena
absence biologické kontaminace.

GrP1 GP2 MWCNTs

/

500 nm
IR

2000 nm

| % n v
i , I T VeE) il
: . |

Obrazek 1: Reprezentativni TEM snimky GP1, GP2 a MWCNTs

4.2. Intracelularni lokalizace a cytotoxicita CNMs

Vsechny typy CNMs byly po 24 h inkubace s primarnimi monocyty a THP-1
makrofagy nalezeny v cytoplazmé. Castice GP1 se vyskytovaly pfevazné ve formé vétsich
agregati uzavienych v endozomech, zatimco GP2 tvofily mensi agregity a byly vice
rozptylené. Krom¢ uzavienych vackd se sporadicky vyskytovaly i volné v cytoplazmé.
Nebyly pozorovany zadné specifické interakce mezi GPs a organelami a zadné GPs nebyly
nalezeny v jadie. MWCNTSs byly lokalizovany pievazné jako volné rozptylené trubice

(obrazek 2).
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Obrazek 2: Intracelularni lokalizace (a, d) GP1, (b, ) GP2 a (c, f) MWCNTs u THP-1
makrofagl a izolovanych monocytt po 24 h expozice pomoci TEM

GP1 ani GP2 nezptsobily statisticky vyznamné uvolnéni LDH do cytoplazmy v Zddné
testované koncentraci (5—60 pg/ml) ani u THP-1 makrofagli ani u primarnich monocytt.
MWCNTs zplsobily mirné zvySeni LDH pfi nejvyssi koncentraci 60 pg/ml, ptfiCemz
statisticky vyznamné (~10 %, p <0,001) bylo pouze u primarnich monocytii. Zadny z
testovanych CNMs nestimuloval produkci IL-6, TNF-a ani IL-10.

4.3.  Alternativni aktivace NLRP3 u primarnich monocytii

Po 24h inkubaci monocyti s MWCNTs byla detekovdna na koncentraci zavisla
produkce IL-1B (p <0,001). V ptipadé GPs dosSlo k mirné variabilni produkci IL-1 po
expozici GP2, ovSem bez statistické vyznamnosti. Specifickd aktivace NLRP3 byla
potvrzena Uplnou inhibici aktivace pomoci MCC950 (obrazek 2).
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Obrazek 3: Produkce IL-1B u primarnich monocyti po expozici GP1, GP2 a MWCNTs;
CH — cholat sodny; Data jsou prezentovana jako podil produkce IL-1 exponovanych bunék
a neexponované kontroly (RPMI) a zobrazena jako prumér + standardni odchylka; *** p
<0,001 zdtraziuje statistickou vyznamnost ve srovnani s RPMI

4.4. Kanonicka aktivace NLRP3

Jak je vidét na obrazku 4, oba GPs indukovaly pouze nizkou statisticky nevyznamnou
produkci IL-1B. Naopak MWCNTs indukovaly vyraznou produkei IL-1B od koncentrace 30
ug/ml.

7 m GP1
O GP2
4] O MWCNTs b
H
&
x 3
[+1]
0
[=]
(7] *k
0
£
= 2
| i.
RPMI CH |, 5 15 30 | ATP

CNMs (ng/ml)

Obrazek 4: Produkce IL-1 u THP1-null po expozici GP1, GP2 a MWCNTs; CH — cholat
sodny; Data jsou prezentovana jako podil produkce IL-1B exponovanych bunék
aneexponované kontroly (RPMI) a zobrazena jako primér =+ standardni odchylka;
** p <0,01 a *** p <0,001 zdiiraziuji statistickou vyznamnost ve srovnani s RPMI
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Specifita NLRP3 byla potvrzena absenci produkce IL-1B po expozici CNMs
kontrolnim bunikdm THP1-defNLRP3 a THP1-defASC. ptipadnd inhibice NLRP3 byla
vylou€ena soubéZnou kultivaci THP-1 null s GPs a muramyl dipeptidem (MDP, 10 pg/ml).
V porovnani s neexponovanou kontrolou doslo v pfitomnosti samotného MDP k mirné,
avsak statisticky vyznamné (p <0,01) produkci IL-1p. Nicméné v ptitomnosti obou GPs se
produkce vice nez zdvojnasobila, coz ukazuje na prozanétlivé modulacni efekt obou GPs
(obrazek 5).
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Obrazek 5: Produkce IL-1B u THP1-null po expozici MDP, GP1 a GP2; ## p <0,01
zduraziiuje statistickou vyznamnost ve srovnani s RPMI a *** p <0,001 zdaraznuji
statistickou vyznamnost ve srovnani s MDP; Data jsou prezentovana jako podil produkce
IL-1B exponovanych bun€k a neexponované kontroly (RPMI) a zobrazena jako pramér
+ standardni odchylka

Ve srovnéani s nestimulovanou kontrolou nebyl v pfitomnosti GPs detekovan unik
katepsinu B do cytoplazmy. Naopak v ptitomnosti MWCNTs bylo pozorovano uvolnéni
katepsinu B do cytoplazmy po 24 h inkubace. Vysledek odpovidal ndlezu aktivace NLRP3.
Dle vysledkt inkubace CNMs s THP1-HMGB 1-Lucia™ nedochézelo u zadné z testovanych
koncentraci CNMs (15-60 pg/ml) k uvolnéni HMGBI1 do supernatantu, tudiz u Zadného z
CNMs nebyla prokazana pyroptdza.

4.5. Modulace produkce cytokini u THP-1 makrofagu

Modulaéni t¢inky byly zkoumany pro nejvyssi necytotoxické koncentrace MWCNTSs
(30 pg/ml) a GPs (60 pg/ml). Produkce cytokini byla detekovana po stimulaci tfemi typy
teplem usmrcenych bakteridlnich kultur (HKEB, HKSA a HKPA). V porovnani s predem
neexponovanou kontrolou vedla ptedchozi expozice MWCNTs k vyznamnému zvySeni
produkce IL-6 (obrazek 6), TNF-a 1 IL-10 s vyjimkou reakce na HKSA, kdy doslo k vyrazné
inhibici produkce IL-10 (obrazek 7). Podobné reagovaly bunky piredem exponované GP1 a
GP2, kde ovSem nedochdzelo k zddné modulaci produkce TNF-a. Soubézné probihalo 1
vyhodnoceni zivotnosti exponovanych bunék pomoci LDH. Piestoze vysledky byly znacné
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variabilni, Zivotnost THP-1 makrofagh nebyla v Zddném z ptipadl statisticky vyznamné
ovlivnéna.
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Obrazek 6: 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 prezentovana jako
krabicovy graf od minima do maxima se vS§emi 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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Obrazek 7: Produkce IL-10 u THP-1 makrofagt 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 v§emi body. Hodnoty *** p <0,001, ** p <0,01 a
* p <0,05 znadi statistickou vyznamnost ve srovnani s odpovidajici kontrolou (RPMI); ns —
nesignifikantni

4.6. Modulace produkce cytokinii u izolovanych monocyti

Testovani probihalo analogicky jako u THP-1 makrofagi. Na rozdil od THP-1
makrofagl, pfitomnost CNMs u monocyti nevedla k zddné inhibici produkce cytokind.
Naopak, pritomnost GP1 vedla k vyznamnému zvySeni produkce prozanétlivych cytokint
IL-6 (obrazek 8), TNF-a (obrazek 9) i protizdnétlivého cytokinii IL-10 (obrazek 10) u vSech
testovanych bakterii. Podobné MWCNTs ve vSech ptipadech vyznamné zesilily produkci
IL-10, dale pak IL-6 v odpoveédi na HKSA a TNF-a v odpoveédi na HKPA. Nejmén¢ vyrazny
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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 ptipadé HKEB produkci IL-10. Zaroven bylo
potvrzeno, ze samotné CNMs neindukuji vyznamnou tvorbu zadného z uvedenych cytokind.
Pritomnost GPs také zabranila mirné cytotoxicité (~10 %) zptisobené expozici bakteriim.
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Obrazek 8: Produkce IL-6 u izolovanych monocytli stimulovanych GPs (60 pg/ml),
MWCNTSs (30 pg/ml) a bakteriemi HKEB, HKSA a HKPA (1x107); Data jsou prezentovana
jako krabicovy graf od minima do maxima se v§emi body. Hodnoty *** p <0,001, ** p <0,01
a * p <0,05 znadi statistickou vyznamnost ve srovnani s odpovidajici kontrolou (RPMI); ns
— nesignifikantni
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Obrazek 9: Produkce TNF-a u izolovanych monocyti 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 v§emi body. Hodnoty ** p <0,01 a * p <0,05
znali statistickou vyznamnost ve srovnani s odpovidajici kontrolou (RPMI); ns —
nesignifikantni.
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Obrazek 10: Produkce IL-10 u izolovanych monocyti 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 v§emi body. Hodnoty ** p <0,01 a * p <0,05
znaCi statistickou vyznamnost ve srovnani s odpovidajici kontrolou (RPMI); ns —
nesignifikantni.

4.7. Modulace fagocytarni odpovédi

Vzhledem k tomu, Zze se fluorescence barviva pHrodo® u pouzitych EC partikuli
zvySuje pouze pii nizkém pH, které odpovida pH ve fagozomech, mira intenzity
fluorescence odpovidda mife fagocytézy. V porovnani s neexponovanou kontrolou,
pritomnost GP1, GP2 a MWCNTs potencialné snizovala fagocytarni schopnost THP-1
makrofagl. Na rozdil od THP-1 makrofagl neprobihala fagocytdza u vSech izolovanych
monocytl. Bylo zjisténo, ze 62—72 % predem nestimulovanych monocyti EC nepohlcovalo.
Naopak, monocyty predem stimulované GP1, GP2 (60 pg/ml) a MWCNTs (30 pg/ml)
fagocytovaly z 82-99 %. Vysledné hodnoty stfedni intenzity fluorescence (MFI, Median
Fluorescence Intensity) shrnuje tabulka 1

Tabulka 1: Fagocytdza pHrodo® EC (MFI jako min max hodnoty)
Kontrola| GP1 GP2 [MWCNT
min 10674 | 4852 4575 6062
max 25844 | 12889 | 10222 6630
min 1367 1015 884 777
max 2727 2988 3296 2619

THP-1

Monocyty]

Vzhledem k odlisSnému poméru fagocytujicich bun¢k 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 fagocytozy, respektive
zvySenim poctu fagocytujicich bunék. Mikroskopicka analyza dale potvrdila, ze uz po 24 h
se zacala lisit morfologie neexponované kontroly a piedem stimulovanych bunégk.
Monocyty, které pohltily GPs a MWCNTs, byly 1épe adherované k povrchu kultivacni
desticky a jevily se mit vice ovalny tvar. Naopak velké % kontrolnich bunék mélo mensi
kulovity tvar a ¢ast bun¢k bylo odlepenych.
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4.8. Modulace diferenciace izolovanych monocyti

Vzhledem k ptedchozim vysledkiim byly izolované monocyty, které pohltily CNMs,
sledovany dalSich 7 dni. Zatimco u kontrolnich monocyti bez piedchozi stimulace doslo
k vyraznému poklesu mnozstvi bun¢k, monocyty s pohlcenymi CNMs si svlj pocet
zachovaly. Byly patrné 1 morfologické zmény ukazujici na rychlou diferenciaci
v makrofagy. Po 7 dnech inkubace byla pozorovana vesmé&s heterogenni populace, pficemz
u makrofagi s pohlcenymi GP1 a MWCNTs prevladaly velké kulaté bunky. Makrofagy
s GP2 castéji tvotily mensi protahlé buiiky a vice se morfologicky blizily kontrole (obrazek
11). Z mikroskopie bylo téz patrné, ze CNMs zistavaly po celou dobu diferenciace uvnitt
bunék pfevazné v perinukledrni oblasti. Na zékladé exprese CD64 a CD163 byla hodnocena
pfipadné polarizace do M1 a M2 subtypu. Nalez odpovidal heterogenni populaci, pfi¢emz
nejvyrazngjsi exprese jak CD64 tak CD163 byla nalezena u GP1 (tabulka 2). V dasledku
vysoké variability nebylo mozné stanovit pievladajici typ polarizace.

Obrazek 11: Morfologie diferencovanych makrofagl po 7denni kultivaci, a — kontrola, b
— GP1, ¢ — GP2, d - MWCNTs, zvétseni 20krat.

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

RPMI | GP1 GP2 |MWCNTs
5.8 102,2 30,5 59,1

87,2 51,2 73,6

2,6 36,5 6,8 52

5,9 52,2 23,2 24,7

CDo64

CD163
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5. Diskuze

V této praci byly pro hodnoceni prozanétlivych ucinki vybrany nemodifikované
CNMs, konkrétné MWCNTs a dva typy GPs. Za timto ucelem byly zvoleny bunééné modely
zaloZené na primarnich lidskych monocytech a lidské monocytarni linii THP-1, konkrétné
PMA diferencované THP-1 makrofagy. Jak bylo zminéno diive, CNMs jsou po vstupu do
organismu nejcastéji zpracovavany praveé profesionalnimi fagocyty [34]. Kupiikladu
nemodifikované GPs byly po inhalaci pfednostné nachdzeny v alveolarnich makrofazich,
dokonce i po 90 dnech od expozice [16]. in vitro studie zaméfené na cytotoxické ucinky
MWCNTs ukézaly, ze v ptipadé expozice lidskym nadorovym epitelidlnim buiitkdm A549
nebo neutrofilim podobnym HL-60 téméf k zaddnému pohlceni nedochézelo. Aktivni
endocytdza byla naopak sledovana u THP-1 makrofagtl, primarnich makrofagi nebo mysich
NR8383 makrofagt [51; 52]. S témito vysledky souhlasi i nase pozorovani, pfi kterém byly
vSechny tfi CNMs pohlceny THP-1 makrofagy a primarnimi monocyty jiz béhem prvnich
24 h od expozice (obrazek 2). Dle predpokladii se oba GPs nachazely v uzavienych vaccich,
coz odpovida aktivni endocytéze. K endocytéze pravdépodobné dochézelo 1 v pripadé
MWCNTs, nicméné nasledna distribuce ukazovala na potencialni inik MWCNTs do
cytoplazmy. Ten byl potvrzen detekci uvolnéného katepsinu B v cytoplazmé.

Dle dosavadnich studii ma na cytotoxické plisobeni CNMs nejvétsi vliv tvar ¢astic
[53]. U riznych CNMs byly prokazany cytotoxické a s tim souvisejici prozanétlivé Gcinky
v dtsledku mechanického nebo biologického poskozeni bunééné membrany, specifickych
organel, a naruSeni bunééného cyklu véetn€ dezintegrace cytoskeletalnich struktur [45; 54-
56]. Destruktivni efekt spojeny s vyvolanim akutniho a chronického zanétu byl mnohokrat
prokazan pro ruzné typy CNTs [57-59]. Z distribuce GPI1, které byly vétSinou pevné
uzaviené ve velkych endozomech, bylo naopak patrné, ze k Zadnému mechanickému
poskozeni nedochdzelo (obrazek 2a, d). Zavery potvrdila absence uvolnéného LDH jak
u THP-1 makrofagl, tak u monocyti. Podobné¢ na tom byly GP2, pifestoze byly vice
rozptylené a jejich Cepelovité okraje mohly potencialné poskozovat riizné cytoplazmatické
struktury. Dosazené vysledky u GPs byly kazdopadné v souladu s pozorovanim na 3D
plicnim bunééném modelu ve studii Draslera a kol. [60]. Zda se tedy, ze i pfes vysokou
akumulaci ve fagocytech, nemodifikované GPs obecné nemaji piimy prozanétlivy potencial.
ELISA vyloudila produkci IL-6, TNF-o a IL-10 u vSech tfi nami 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 vyloucen vyznamny oxidacni stres, ke kterému obvykle dochéazi napt. pii expozici
GO [61; 62]. Na druhou stranu, pfitomnost MWCNTs vyvolala aktivaci NLRP3
inflamazomu jak kanonickou cestou (obrazek 4) u THP1-null modelu, tak alternativni cestou
(obrazek 3) u primarnich monocytt. K aktivaci doslo pravdépodobné v disledku naruseni
lysozomt, kdy uvolnény katepsin B zafungoval jako stimulator potfebny pro sestaveni
inflamazomu. Stejny mechanismus byl pozorovan ve studii zamétené na nanodiamanty [63].
Zaroven vSak byla vylouCena pyroptéza. Délka MWCNTs vnasi praci dosahovala
maximalné 10 pm, pfi¢emz konce byly ¢asto zaoblené (obrazek lc, f). Z toho vyplyva, Ze
by nemélo dochazet v ptilisné mite k frustrované fagocytoze, kterd je také znama jako jedna
z ptic¢in cytotoxicity CNTs [64]. Patrnéd delokalizace trubic na snimcich TEM, evidentni téz
u GP2, mohla byt z ¢asti zpiisobena i procesem fezani na ultramikrotomu. Mirny inik LDH
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(~10 %) po expozici MWCNTs byl pozorovan pouze u primarnich monocytl, ale az pfi
nejvyssi koncentraci 60 pg/ml. Primarni monocyty si obvykle svoji Zivotnost pfi aktivaci
NLRP3 zachovavaji [65]. Podobny stav, nazvany hyperaktivace, byl pozorovan u
primarnich makrofagli odvozenych z kostni dfen¢ a dendritickych bunék [66; 67]. Studie
ukazaly, ze n¢které molekuly charakteru DAMP, jako oxidované lipidy, mohou tento stav
bez naruSeni Zivotnosti navodit [67]. Nakonec, pouziti geneticky modifikovanych THP-1
bun¢k a specifickych inhibitori u monocyti potvrdilo vylu¢nou specifitu inflamazomu
NRLP3 v imunotoxickém u¢inku MWCNTs.

Prestoze samotné GPs nevedly k uvolnéni katepsinu B ani vyznamné neindukovaly
aktivaci NLRP3, jin4 situace nastala v pfipad¢ kanonické aktivace, kdy byly jako druhy
signal soucasné podany GPs a MDP. V porovnani se samotnym MDP doslo v ptipadé¢ GP1
1 GP2 k nasobnému zvySeni produkce IL-1B (obrazek 5). Tento nalez jednak vyvratil
ptedpoklad inhibice NLRP3 a zaroven potvrdil moznou roli CNMs jako Trojského koné
[28]. MDP ma charakter PAMP a obvykle se nachazi u grampozitivnich a gramnegativnich
bakterii. Za normalnich okolnosti aktivuje intracelularni NOD2 receptor a potencialné
pusobi jako prvni i druhy signal pro aktivaci NLRP3 [68]. Z obrazku 5 je patrné, Ze samotna
stimulace prozanétlivym MDP nebyla pfilis silna. Zvysena aktivace mohla nastat v disledku
intracelularniho zakoncentrovani MDP diky zvySené endocytéze GPs. MDP zaroven ptisobil
jako doplnujici signal, diky kterému mohlo dojit k pfekroceni urcitého prahu a NLRP3 byl
aktivovan v plném rozsahu. Podobny nartst reaktivity makrofagii ve formé zvySené
produkce IL-6 a TNF-a byl zaznamenan pro soubéznou expozici grafenu nebo MWCNTs a
LPS [27]. Z dosud uvedeného je evidentni, Ze ackoli nemodifikované CNMs nemusi mit
samy o sob¢ piimy cytotoxicky a prozanétlivy potencial, jejich pfitomnost miize imunitni
funkce vyznamné& modulovat.

Imunitni systém pracuje jako vysoce dynamickéd soustava, kterd musi vyrovnavat
rizné reakce na mnoho podnéta zaroven. K tomu mu dopomahaji vysoce specifické regulace
a jakékoli zasahy mohou danou rovnovahu narusit. V tomto ohledu je nezbytné provéfit
mozny imunomodulacni efekt zejména takovych NMs, které se jevi jako biokompatibilni.
Nejcastéji se jednd o NMs a NPs, které¢ maji sviij potencial v biomedicing, predpoklada se
jejich intravenodzni podéni a tedy 100% biologick4 dostupnost. Modulaéni vliv na zdkladni
imunitni funkce je nutné hodnotit také u NMs, které v organismu pietrvavaji dlouhou dobu,
coz jsou pravé nemodifikované CNMs.

Zakladni imunitni funkci monocytl a makrofagli je schopnost vyvolat zanét. Jak bylo
zminéno vyse, vedoucim mechanismem piimého prozanétlivého ucinku CNMs je aktivace
NLRP3 aprodukce IL-1B [63; 69-71]. Naproti tomu fyziologickd odpovéd béznym
mikrobiim probihd obvykle produkci riznych cytokind, mezi které fadime IL-6, IL-10
a TNF-a. Tyto cytokiny jsou esencialni pro prvni fazi prozanétlivé odpovédi, podili se na
bunééné signalizaci a vzajemné se ovliviiuji. Je jasné, Ze jakykoli zasah do jejich regulace
potencidlné vede k nekontrolovatelnému zanétu a poskozeni tkani [72]. Jejich produkce
zavisi na aktivité PRRs, prevazné 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 Iépe nez jeden purifikovany bakterialni ligand. Aby
byla vylou¢end mozna vyhradni odpovidavost vii¢i nékterému typu bakterii, byly u obou
bunécnych modell testovany tii razné druhy bakterii, konkrétné HKEB (TLR4 a TLR2
agonista), HKSA (TLR2 agonista) a HKPA (TLR2 a TLRS agonista). Kontrolou zde byly
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buiiky exponované bakteriim, které nebyly pfedem vystaveny CNMs. Abychom vylou¢ili
efekt Trojského koné, byly THP-1 makrofdgy 1 monocyty nejdiive kultivovany
s necytotoxickymi koncentracemi CNMs, a nasledné€ az po jejich pohlceni a odstranéni
piebytecnych castic, byly vystaveny bakteriim. Modulace prozanétlivé odpovédi byla
potvrzena pro vSechny tii typy CNMs, nicméné se vysledky liSily jak mezi obéma
bunéénymi modely, tak mezi jednotlivymi CNMs (obrazky 6—10).

THP-1 makrofagy diferencované pomoci PMA byly v minulosti hodnoceny jako
vhodna alternativa k primarnim makrofagtim [73; 74]. Na druhou stranu jejich nadorovy
puvod obcas vede k rozdilné reaktivité. Tedesco a kol. potvrdili, ze v porovnani s lidskymi
primarnimi makrofagy diferencovanymi z monocyti vede M1 stimulace THP-1 makrofagi
k nasobné& snizené expresi IL-6 a naopak zvysSené tvorbé IL-1p [75]. Obecné nizsi reaktivita
v porovnani s monocyty byla pozorovdna i vnaSi studii. Kazdopadné nejvyraznéjsi
modulace THP-1 odpovédi byla patrna u regulace 1L-6, jehoz produkce byla v pfitomnosti
vSech tfi CNMs zvySena. Podobné vysledky ziskali Lebre a kol., ktefi béhem své prace
odhalili, Ze nemodifikované GPs mohou pfedem naprogramovat makrofagy odvozené
z kostni dfené. Objevili, Ze pfitomnost GPs zvySovala produkci IL-6 a TNF-a pomoci
mechanismu vrozené trénované imunity [76]. Zda se, ze u bunéfnych modelt
reprezentujicich makrofagy dochéazi vlivem ptsobeni nemodifikovanych CNMs nejprve
k modulaci prozanétlivym smérem. S ohledem na variabilni vysledky u riznych typt
bakterii vSak neni tato hypotéza uniformni a zalezi na typu podnétu.

Mnohem zajimavéjsi byla v tomto ohledu reaktivita primarnich monocytt, u kterych
byla kromé produkce cytokinii hodnocena také jejich diferenciace. Neddvné studie
poukdzaly 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 [77-79]. Autofagie reprezentuje jednu z cest eliminace CNMs a teoreticky by
mohla pfedstavovat mechanismus modulace monocyta [45; 46; 80]. Pokud pii probihajici
autofagii nedochazi k zablokovani autofagického toku, ktery obvykle vyusti v bunénou
smrt, dochdzi jejim plsobenim ke snizeni produkce cytokinll a inhibici aktivace NLRP3
[79]. V naSem piipad¢ po expozici CNMs a nasledné bakteriim nebyla pozorovana Zadna
zvySena umrtnost ani THP-1 makrofagii ani primarnich monocytti, ale zaroven nedoslo ani
ke snizeni produkce cytokini (az na vy jimku IL-10 u HKSA a THP-1), coz piedstavu o
probihajici autofagii nebo jeji blokaci u zaddného z modelli nepodporuje. Nicméné se
autofagie podili také na bunécné diferenciaci, a pravé u monocytl ma vyznam v jejich
prezivani [81]. VSechny tfi testované CNMs nejenze nezplsobily cytotoxicitu u primarnich
monocytu, ale vylepsily jejich pieziti a stimulovaly jejich rychlou diferenciaci v makrofagy
(obrazek 11). Pfi¢ina by dale mohla spocivat v metabolickém ptepnuti vyvolaném jiz
zminénymi epigenetickymi zménami. Soucasné studie ukazaly, ze primarni monocyty, které
byly pfedem stimulované necytotoxickymi koncentracemi NPs nebo patogent, podstoupily
epigenetické zmény z Casti zalozené na signalizac¢ni kaskddé¢ mTOR (Mammalian Target of
Rapamycin), jejiz aktivace vedla k pfepnuti metabolismu do anaerobni glykolyzy, ktera je
spojovana s lepSim prezitim bunék [35; 82]. Epigenetické zmény uzce souvisi také
s reorganizaci cytoskeletu, ke které nutné¢ doslo pii uvodni endocytéze CNMs. Neni
vylouceno, Ze samotné pohlceni CNMs slouZilo jako tivodni signal k zahajeni signalizacni
kaskady, ktera vyustila v diferenciaci monocytti i bez piitomnosti ristovych faktort nebo
bakterialniho stimulu. Zmény v reorganizaci bunéného cytoskeletu probihaji prakticky
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neustale a jejich vlivem dochazi k diferenciaci pozadovanymi sméry [83; 84]. Vliv CNMs
na cytoskelet se jiz mnohokrat potvrdil. Naptiklad velké GPs naruSily cytoskeletalni sit’
v mySich makrofazich a epitelidlnich bunkach [54]. Platy GO naruSily migraci epitelialnich
bun¢k A549 a HeLa pfimou reakci s aktinem [55; 85]. Efekt by mohl byt téZ neptimy
v dtsledku nespecifického mechanického utlaku intraceluldrnich komponent. Z obrazku 2
Ize vidét, Ze nejvétsi endozomy vytvaiely GP1, tedy k nejvétsimu utlaku dochazelo prave
v jeho ptitomnosti. To by mohlo teoreticky vysvétlit rozdil v imunomodula¢nich ucincich
jednotlivych GPs, kdy pravé jako nejveétsi modulator (u obou typt bunék) byly potvrzeny
GP1 (obrazky 8-10). Naopak vice rozptylené GP2 vedly u monocyti k mirné az
zanedbatelné modulaci produkce cytokind. Vyznamnou tlohu zde mohly sehrat i navazané
proteiny, které se obvykle snaze vazi na velké planarni struktury [86]. Diky velké laterarni
velikosti GP2 mohlo dojit k lepSimu maskovani vlastniho hydrofobniho povrchu a tim
padem k minimalizaci jeho interakei s intracelularnim obsahem.

autoregulacnich mechanismti, obzvlasté pak u MWCNTs, které samy stimulovaly aktivaci
NLRP3 [87; 88]. Prokazalo se, ze nadmérnd nebo opakovand stimulace primdrnich
monocytl vede za urcitych okolnosti k utlumeni zanétlivé odpovédi, coz se podili na udrzeni
vnitini homeostazy [89]. V dusledku toho dochdzi k preferencni polarizaci do subpopulace
M2. Bohuzel se nam nepodafilo pfesné stanovit vyslednou polarizaci diferencujicich se
monocytl. Vlivem CNMs doslo k vytvoteni heterogenni populace, kterd disponovala znaky
M1 (CD64) i M2 (CD163) makrofagti. V porovnani s nestimulovanou kontrolou vSak bylo
ptekvapujici, v jaké mife byly CD163 a CD64 exprimovany (tabulka 2). Analyza vychazela
ve vSech pfipadech ze stejného poctu bunék, tudiz se nejednalo o zkresleni v disledku
sniZeni poctu kontrolnich monocyti-makrofagt v pribchu diferenciace. Ke zvysSeni exprese
receptoru pro komplex hemoglobin-haptoglobinu CD163 obvykle dochdzi béhem pozdni
faze akutniho i chronického zanétu v reakci napft. na ptisobeni endogennich glukokortikoidi
a cytokini IL-6 a IL10 [90; 91]. Za fyziologickych podminek piedstavuje CD163 jeden
z prominentnich znakli M2c¢ makrofagt, jejichz ukolem je ptedev§im remodelace tkani a
angiogeneze. CD163 se zaroven podili na tlumeni silného mikrobialniho a sterilniho zanétu
[92]. Naopak CD64 ptedstavuje znak asociovany s vyraznou prozanétlivou aktivitou, napf.
behem sepse [93]. Jedna se o aktivacni vysokoafinni Fc receptor (FCyRI), ktery se podili na
fagocytoze, uvolnéni prozanétlivych mediatord, na protilatkach zavislé bunééné cytotoxiciteé
a prezentaci antigenu [94]. Exprese CD64 byva zvySovdna bchem akutniho zénétu
pusobenim IFN-y [95]. Z obecného hlediska je stanoveni polarizace na zakladé CD znak
velmi naro¢né, jelikoz se dané znaky v riznych pomérech vyskytuji u obou subpopulaci
[96]. Navic studie porovnavajici rizné CNTs ukazala, Ze se polarizace jedné populace mtze
zménit v pribéhu casu. Kultivace mysich alveolarnich makrofagi s CNTs nejdiive vyvolala
polarizaci do M1 charakteristické produkci IL-18, ktera byla posléze inhibovéana ve prospéch
polarizace M2 a zvySeni produkce TGF-B [97]. Na zéklad¢ téchto informaci je mozné, Ze
k podobnému efektu dochazelo i v nasi préci a bylo by vhodné stdvajici méteni zopakovat
ve vicero ¢asovych intervalech na vét§im mnozstvi vzorkd.

Celkové rozdilné cytokinové spektrum u monocyti a THP-1 makrofagi vychézelo
pravdépodobné z odlisného diferencia¢niho stadia bunék a jiz zminénych zasadnich rozdilii
mezi primarnimi a nadorovymi bunikkami. Oba bunécné modely si vSak zachovaly svoji
fagocytarni funkci. Vlivem zahajeni diferenciace doslo u monocytt k celkovému zvySeni
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fagocytdzy diky navySeni poctu fagocytujicich bunck. Kvili vysoké autofluorescenci
a moznému zhéseni fluorescence nebylo mozné s jistotou urcit, zda jednotlivé monocyty
s CNMs fagocytuji EC méné, ¢i vice. Vysledky THP-1 makrofagl byly vice homogenni
a ukazovaly na mirné snizeni fagocytarni aktivity (tabulka 1). I zde se samoziejm¢ mohlo
projevit zhéaseni fluorescence. Snizeni fagocytézy u THP-1 makrofagh by odpovidalo
endocytéze pomoci scavenger receptorl. Studie sledujici vychytavani karboxylovanych
MWCNTs pomoci SC-A1 zarovei potvrdila snizeni fagocytozy SC-A1 ligandl v disledku
spotfeby receptori pro MWCNTs [30]. Potencidlni naruSeni fagocytarni aktivity nicméné
nestalo za modulaci produkce cytokind.

Zavérem lze fict, ze prestoze zadné z testovanych CNMs nepusobily piimo
cytotoxicky, jejich pfitomnost vyznamné ovlivnila zanétlivou odpovéd’, zejména produkei
cytokint. Na vysledné modulaci se pravdépodobné podilelo vice mechanismii zavislych jak
na typu bunék, tak na typu nanomateridlu. Vsechny tfi suspenze CNMs byly pfipravovany
podle totozného protokolu, coz vzhledem k rozdilnosti vysledki mezi jednotlivymi typy
CNMs vylucuje zasadni pfispéni cholatu. Podobné jako u ptimého prozanétlivého tcinku se
zde jako rozhodujici faktory jevily tvar a velikost ¢astic. Je evidentni, Ze samotna endocytoza
a intracelularni distribuce CNMs vyvolaly mimo jiné reorganizaci cytoskeletu, ktery je
obecn¢ pfimo i nepiimo zapojen do fady signalnich drah [83].
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6. Zavér

Cilem této disertacni prace bylo in vitro hodnoceni prozanétlivého t¢inku vybranych
CNMs, a to konkrétné nemodifikovanych MWCNTs a dvou typtt GPs. K vlastnimu testovani
byly vybrany bunééné modely reprezentujici profesionalni fagocyty, konkrétné primarni
monocyty izolované od zdravych déarct a buiiky vychazejici z lidské monocytarni linie THP-
1 diferencované na makrofagy.

Stanoveni imunotoxicity po expozici CNMs probihalo ve tfech zékladnich krocich,
kdy byly postupné hodnoceny (1) Zivotnost ovlivnénych bunék, (2) pfimy prozéanétlivy
ucinek a (3) nepfimy prozanétlivy U¢inek ve formé stanoveni modula¢niho U€inku na
zakladni imunitni funkce.

(1) Vysledky na zakladé stanoveni LDH, HMGB1 a mikroskopické analyzy ukézaly,
ze nami zvolené nemodifikované GPs nemély akutni cytotoxicky efekt. Navic doslo vlivem
jejich endocytdézy u priméarnich monocyti k zahajeni mechanismii podporujicich jejich
prezivani. Podobny efekt nastal i v ptipadé MWCNTs, pouze vSak do urcité koncentrace
(vnaSem piipadé 60 png/ml), kdy pravdépodobné zacaly pievazovat signaly asociované
s tvorbou DAMPs vedouci ke smrti buiiky.

(2) U samotnych GPs nebyl prokdzdn zadny piimy prozanétlivy, ptipadné
pfevazné ,bezpecné“ uzavieny v endozomech. V porovnani stim byl potvrzen
prozanétlivych u¢inek MWCNTs, které diky svému tvaru poskozovaly lysozomy a uvolnény
katepsin B aktivoval NLRP3 s naslednou produkei IL-1f. Nicmén¢ aktivace NLRP3 nevedla
k pyroptické smrti buniky.

(3) Nehledé na absenci cytotoxicity byl pro vS§echny CNMs potvrzen modulacni efekt,
ato zejména v zesileni cytokinové odpoveédi vici bakterialnim stimulim. Taktéz byl pro
GPs potvrzen kostimula¢ni efekt na aktivaci NLRP3 v odpovédi na reprezentativni stimul.
Celkové doslo k posileni prozanétlivé odpovédi, a tedy potvrzeni akutniho nepiimého
prozanétlivého ucinku CNMs. Nicméné zvyseni tvorby IL-10 naznacovalo mozné zahajeni
autoregulacnich mechanismti ukazujici na preferencni polarizaci smérem k M2. To vSak
vyzaduje mnohem komplexnéjsi ovéreni.

Celkové vysledky této prace ukazuji na dulezity fakt, ze nanomaterialy, které mohou
byt povazovany za biokompatibilni, mohou ve skutecnosti siln€ ovliviiovat diilezité imunitni
funkce. Tato prace také jako jedna z prvnich dokladd modulaéni Gi€¢inky nemodifikovanych
CNMs na lidské primarni monocyty, a to hned v nékolika smérech. Dosud byl
imunomodulaéni efekt CNMs hodnocen pievazné na makrofazich rizného pivodu nebo
suspenznich THP-1 monocytech. V této praci je mimo jiné ukazano, ze se odpovidavost
téchto modeli vzdjemné vyrazné lisi. Primarni monocyty predstavuji velice plastickou
populaci s mnoha esencidlnimi funkcemi a naruseni téchto funkci mize vést k zdvaznym
nasledkiim. V kontextu vyslovené hypotézy vlivu cytoskeletalnich zmén by bylo vhodné se
dale zaméfit na hodnoceni bunécné migrace, kterd je s cytoskeletem uzce spjata, a rozsifit
stavajici méfeni o Casosbérné detekce specifickych proteini a hodnoceni Sir§i Skaly
asociovanych fenotypovych znaki.
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