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Abstrakt

Aplikace nanocastic v oblasti teranostiky vyzaduje znalost specifické interakce
nanocastic s imunitnim systémem. Jedny z prvnich bungk, se kterymi nanocastice po vstupu do
téla interaguji jsou bunky mononuklearniho fagocytarniho systému.

Cilem diplomové prace je pfipravit in vitro studii, ktera popisuje vliv dvou druhti zlatych a tii
druhii kfemikovych ultramalych nanocCéstic na imunitni bunky. Imunitni bunky jsou
prezentovany v podobé primarnich PBMC izolovanych z plné krve a builky monocytarni
bunécné linie THP-1 v podobé monocyti a diferencovanych makrofagi. V pribéhu
experimentll s primarnimi bunikami je kladen diiraz na zachovani konceptu personalizované
proteinové korony. Po charakterizaci pouzZitych imunitnich bunék jsou nasledné buiky
stimulovany ultramalymi nanocasticemi a je sledovan vliv téchto nanocastic na bunécny
metabolismus, zivotnost, stupenn diferenciace a sekreci pro- a protizanétlivych cytokind.

Vysledkem analyzy je zohlednéni dal§iho pouziti testovanych nanocéstic v oblasti biomediciny.

Kli¢ova slova: primarni monocyty, bunécné linie, diferenciace, makrofagy, cytokiny,

cytotoxicita



Abstract

The application of nanoparticles in the field of theranostics requires knowledge of the specific
interaction of nanoparticles with the immune system. One of the first cells with which nanoparticles
interact when given to the body are cells of the mononuclear phagocytic system. The aim of this diploma
thesis is to prepare an in vitro study that describes the effect of two types of gold and three types of
silicon ultra-small nanoparticles on immune cells. Immune cells are presented in the form of primary
PBMC:s isolated from whole blood , and cells of monocytic cell line THP-1 in the form of monocytes
and differentiated macrophages. During the experiments with primary cells, emphasis is placed on
maintaining the concept of personalized protein corona. After characterization of the immune cells used,
cells are subsequently stimulated with ultra-small nanoparticles and the influence of these
nanoparticles on cell metabolism, viability, degree of differentiation and secretion of pro- and
antiinflammatory cytokines is monitored. The outcome takes into account further use of the tested

nanoparticles in the field of biomedicine.

Key words: primary monocytes, cell lines, differentiation, macrophages, cytokines, cytotoxicity
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1 Uvod

V poslednych rokoch doslo k velkému pokroku vo vyskume a néslednej aplikécii
nanomateridlov do oblasti biomediciny. Vyskum je zamerany na odhalenie potencialnej
cytotoxicity nanocastic, ich distribucii na Grovni organizmu a buniek a vyvolania bunkovej
odpovedi. Ci uz s nanodastice pouzité za utelom zobrazovania, diagnostiky alebo cielenej
terapie, po podani nanocastic do tela dochadza vzdy k odpovedi imunitného systému. Odpoved’
imunitného systému na Urovni buniek po zacielenom podani nanocastic nebola doteraz
detailnejSie charakterizovand. Reakcia organizmu na zvolenl terapiu nesuvisi iba s reakciou
zacieleného organu, ale aj s odpoved’ou imunitného systému. Preto sa predpoklada, ze vsetky
nanocastice maju ur¢ity imunomodulacny Uc¢inok, ktory by mal byt skimany in vivo ¢i in vitro
Studiou. Literdrny uvod poskytuje struény prehl'ad o spdsobe Specifickej interakcie nanocastic
so zivym systémom. Tieto zakonitosti je treba d’alej zohl'adnit pri priprave Stadie, v jej priebehu

a pri konecnej analyze.
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2 Prehlad literatary

2.1 Bunky imunitné¢ho systému

Ludska krv sa sklada z dvoch hlavnych frakcii- plazma a bunky. Samostatnu frakciu,
ktora nie je Casto spominand tvoria vacky nachddzajuce sa volne v plazme (Savelyeva et al.,
2017).

Dolezitou bunkovou populdciou z hl'adiska imunitnych reakceii st leukocyty. St tvorené
dvomi majoritnymi populdciami- polymorfonukledrnymi a mononuklearnymi bunkami.
Preferencné izolacia mononuklearov je zalozena na ich rozdielnej vznaSavej hustote. Naslednou
purifikdciou monocytarnej populacie od lymfocytov je mozné ziskat’ bunky profesiondlnych
fagocytov (Gill, 2019).

Vrstva mononukledrnych  fagocytov  zahrfiuje  imunitné bunky pdvodom
z hematopoietickej bunky zkostnej drene, ktoré cirkuluyju v krvi ako monocyty apo
adekvatnom stimule su schopné infiltrovat’ tkanivo kde vystupuju v podobe diferencovanych
makrofagov alebo dendritickych buniek. Tieto bunky su schopné nespecifického pohlcovania
cudzorodého materialu a apoptotickych buniek z okolia (Hume, 2006; Jenner ef al., 2014).

Ludské monocyty tvoria vyznamnu Cast’ adaptivnej imunity. Vyznacujeu sa vysokym
stupiom plasticity. Populacia cirkulujacich monocytov/ makrofagov je geneticky velmi
roznorodd (Cormican & Griffin, 2020). Monocyty st najcastejSie klasifikované do troch
subpopulécii na zaklade fenotypu- expresie Specifickych povrchovych molekul CD14 a CD16.
Klasické monocyty tvoria majoritni subpopuléciu, st charakterizované ako CD14™" CDI16
bunky. Druhou najabundantnejSou populaciou su tzv. intermediarne monocyty, ktoré na svojom
povrchu exprimuji oba typy CD molekul a st charakterizované ako CD14" CD16" monocyty.
Monocyty CD14" CD16" s nazyvané neklasické monocyty a tvoria najmensiu populaciu
monocytov v krvi zdravého jedinca (Ziegler-Heitbrock, 1996). Novsie studie ale ukazuja, ze
genetickd variabilita existuje aj na Urovni tychto subpopulédcii a celkova heterogenita
monocytov by nemala byt charakterizovana len na zéklade ich fenotypu (Merah-Mourah et al.,
2020). Tiez sa ukazalo, Ze existuje preukazateI'nd intraindividudlna heterogenita monocytarnej
populacie u zdravych jedincov v expresii typickych povrchovych markerov pre populaciu
monocytov/ makrofagov, ktorymi st CD11b,CD14, CD 16, CD 68, CD 163, CD 206. Bolo
zaroven detekovanych viacero stuvislosti medzi zmenou expresie Specifickych povrchovy CD
markerov monocytov/ makrofagov a konkrétnou diagnézou (Cornwell ef al., 2018; Fadini et

al.,2013; Prat et al., 2020).
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CD 11b je typ B2 integrinu, viaze Siroké spektrum ligandov, po vizbe komplementovych
proteinov sprostredkuva fagocytdézu opsonizovanych partikuli (Podolnikova ef al., 2015).

CD 14 je povazovana za marker l'udskych monocytov. Ide o LPS- vézobny protein
exprimovany aj na makrofagoch (Sugawara et al., 1999).

Subpopulécia monocytov exprimuje povrchoy receptor CD 16, ktorym bunka
rozpoznava infikované a nadorové bunky a mediuje cytotoxicki odpoved’.

CD68 protein je exprimovany monocytmi aj makrofagmi (Pulford et al., 1990). Je
majoritne lokalizovany intracelularne, ale je detekovany aj ako povrchovy marker. Jeho presna
uloha nie je objasnend, ale je povazovany za markerovy protein poskodeného a nddorového
tkaniva (Chistiakov et al., 2017).

CD163 ma funkciu receptoru a transportéru hemoglobinu v makrofagoch. Je
exprimovany aj infiltrujicimi monocytmi. (Schaer et al., 2006)

Manozovy receptor CD 206 je exprimovany na makrofagoch a dendritickych bunkéch.
Je dolezity pri procese fagocytdzy cudzorodych latok. (Azad et al., 2014; Suzuki et al., 2018)

Model dynamiky monocytarnej populacie spociva v premene klasickych monocytov,
ktorych doba cirkulécie je priblizne 24 hodin na cirkulujice intermedidrne monocyty. Véac¢sina
klasickych monocytov ale zcirkuldcie putuje cez endotel do tkaniv alebo zomiera.
Intermedidrne monocyty mozu v krvi cirkulovat’ az Styri dni a predpoklada sa, ze vacSina z nich
je premenena na neklasické monocyty. Neklasické monocyty maji najdlhsiu dobu cirkulacie
(az 7 dni) a pokial' neprechadzaju endotelom do tkaniva, tak priblizne po tyzdni zomieraju
apoptozou (Patel et al., 2017).

Po obdfzani Specifického signadlu mézu monocyty diferencovat’ v makrofagy a infiltrovat’
sa do miesta poskodenia. Monocyt pri diferenciacii prechadza morfolofickymi zmenami-
zvicSuje sa objem cytoplazmy (Sokol et al., 1987), zvySuje sa vnitorna granularita buniek
(McCullough et al., 1999) a z pdvodne suspenznych monocytov sa stavaji adherentné bunky
(Chang et al., 2009). Infiltrujice monocyty /makrofagy st schopné prechadza endotelom do
miesta poskodenia v tkanive, ale bolo zistené, ze vacSina populacie rezidentnych tkanivovych
makrofagov je zaloZena uz v obdobi intrauterinného vyvoja jedinca (Schulz et al., 2012) a je
udrzovana ich lokalnou proliferaciou po cely Zivot. Na jej obnove sa infiltrujice monocyty
podiel’aju len minimélne (Soucie et al., 2016).

Podl’a signalu, ktory vedie k diferenciacii monocytu vznikajl cytotoxické M1 makrofagy,
ktoré su charakteristické prozapalovou polarizdciou imunitnej odpovede. St charakteristické
zvySenou mierou expresie povrchovej molekuly CD11lb aCD 68 aexpresiou enzymu

inducibilnd NO syntdza. M6Zu vznikat' ale aj M2 makrofagy indukujlice protizapalova
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odpoved’ a procesy hojenia. Tieto st typické zvySenou mierou expresie CD163 a CD206
molekul na svojom povrchu a expresiou arginasy (Venosa et al., 2016). V in vitro podmienkach
sa pouziva k diferenciacii monocytov do M1 makrofdgov M-CSF a nasledne polarizacia LPS.
M1 makrofagy su tiez nazyvané klasicky aktivované. K diferencidcii do alternativne
aktivovanych makrofagov M2 sa vyuziva protokol s pouzitim M-CSF a néslednou polarizaciou

IL-4 (Young et al.,1990; Kreutzenberg & Vigili, 2013).

2.2 Zlaté a kremikové nanocastice

Zlaté nanocastice patria medzi Standardne pouzivany materidl v oblasti nanomediciny.
Z pociatku boli aplikované z dovodu biokompatibility zlata, ktoré je v medicine pouZzivané uz
dlhé roky. Pribudajucimi Studiami skumajicimi cytotoxicitu aimunogénnost’  zlatych
nanocastic bola potvrdena aj biokompatibilita nanozlata. (Orlando et al., 2016; Shukla et al.,
2005).

Nanocastice na bazi kremiku boli v minulosti prefernéne vyuZivané v oblasti technologii.
Pribudajacimi $tidiami s pozitivnymi vysledkami porovnavajacimi vplyv kremiku v podobe
mikrocastic a nanocastic na I'udské telo sa ich aplikacia presunula aj do oblasti biomediciny
a spolu so zlatymi nanocasticami su najCastejSie pouzivanymi nanomaterialmi v oblasti
huméannej diagnostiky a terapie. (Jaganathan & Godin, 2012)

Aj ked oba typy nanocastic vSeobecne vykazuji dobru biokompatibilitu s l'udskymi
bunkami v in vitro aj in vivo stadiach, nie je mozné tieto vysledky zovseobecnit’ a je potrebné
ku kazdej potencidlnej aplikdcii nanocastic pristupovat’ velmi individualne, vzhladom na
cieleny objekt ich aplikacie. Vsetky Stadie preukazuju, ze pouzitie akéhokol'vek druhu
nanocCastic vo vysokych koncentraciach vyvoldva cytotoxicky efekt bez ohladu na jeho
biokompatibilitu pri pouziti v  nizSich koncentraciach. Pre aplikdciu nanomaterialu
v podmienkach in vivo je nutné, aby bola prevedend precizna charakteristika daného

nanomaterialu v in vitro Stadii.

2.3 Definovanie nanocastic

Nanomaterial tvori heterogénna skupina nanomateridlov na baze uhliku, polymérnych

a kovovych nanomateridlov. Ich vysledné vlastnosti st uréené chemickym zloZenim,
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vel'kostou, povrchovou modifikdciou atvarom. Nepredpokladaju sa totozné vlastnosti
s prislusnym mikro- a makromaterialom (Schwirn et al., 2014).

Samostatnou podskupinou nanomaterialov su nanocastice. St definované ako nanoobjekty,
ktorych vietky vonkajsie rozmery si v rozmedzi nanoskaly (I- 100 nm) a ktorych dizky
najdlhSej a najkratSej osi sa vyrazne neliSia (ISO/TS 80004-2:2015(en)). Nanocastice sa
nachadzaju vSade okolo nés. Vznikaju cielene alebo ako vedl'ajsie produkty roznych procesov
v prirode a technoldgiach (ISO/TS 80004-1:2015(en)). Za ultramalé nanocastice su
v biologickom kontexte vd¢Sinou povazované nanocastice s priemerom do 10 nm (Yu ef al.,
2017). Medzi ultramalé nanocastice si zarad'ované aj kvantové bodky (QD). St vy€lenené ako
samostatny druh nanocastic vzhl'adom k svojim elektrickym a optickym vlastnostiam, ktoré
stvisia s ich chemickym zloZenim a vel'kostou. Typicky ide o Castice s vel'kostou 1,5 — 10 nm
(Bera et al., 2010).

Ultramalé nanocastice su schopné prestupovat glomeruly v oblickach a tak st rychlo
z cirkulacie odstranené vylucovacou sustavou. Tento spOsob ich eliminécie z tela zvySuje
bezpecnost’ ich pouzitia (K. P. Garcia ef al., 2014).

Nanomaterialy maju Siroké spektrum vyuzitia. Prehlad literatury sa ststredi na popisanie

vlastnosti nanomaterialu, ktoré su dolezité pre jeho aplikaciu v oblasti vyskumu a biomediciny.

2.4 Interakcia nanocastic s biologickym prostredim

Po vystaveni nanocastic biologicky komplexnému prostrediu dochadza k masivnej
adsorbcii biomolekul k jej povrchu a vytvoreniu tzv. biomolekularnej, alebo proteinovej
korony. Formovanie proteinovej korony trva po celi dobu kontaktu nanocastice s biologickym
prostredim. Abundantné proteiny v prostredi sa viazu na povrch nanocastice ako prvé a neskor
mozu byt nahradené proteinmi, ktoré su v prostredi menej abundantné a k povrchu sa viazu
pomalSie, Casto s vysSou afinitou (Cedervall ef al., 2007). Molekuly, ktoré sa viazu k povrchu
nanocastice priamo, s velkou silou a vytvaraji monovrstvu tvoria tzv. hard koronu. Na ne sa
viazu dalSie proteiny v niekol’kych vrstvach a vytvaraji tzv. soft koronu. Softkorona
predstavuje vel'mi dynamickl Strukturu. Posledné Stidie ukazuju, ze proteinové zloZenie soft
a hard korony st veI'mi podobné a hlavnym rozdielom je vdzbova sila ktorou sa sem proteiny
viazu. Soft korona mé pravdepodobne vicsi vplyv na interakciu buniek s nanoc€asticami prave
kvoli jej dynamickej Struktare, ktord odrdZa molekuldrne zloZenie prostredia (Mohammad-

Beigi et al., 2020). Literatura nie je konzistentnd v otazke vplyvu soft a hard korony na
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interakciu s bunkami a tato tedria je poslednou publikovanou. Struktura proteinovej korony
u ultramalych nanocastic, ktorych rozmery su Castokrat mensie ako rozmery proteinov nie je
doposial’ objasnena.

V roku 2014 bol predstaveny koncept tzv. personalizovanej proteinovej korony. Je
povazovany za kl'ucovy faktor v aplikécii nanomateralov v oblasti biomediciny. Vychadza zo
skuto¢nosti, ze molekularne zlozenie proteinovej korony je urené zdrojom tychto molekul.
Zdrojom molekal mézu byt v podmienkach in vivo rézne telesné tekutiny, najcastejSie ide
o krv. Podl'a Plasma Proteome Database bolo dodnes identifikovanych viac ako 10 000
proteinov v protedme l'udskej plazmy. Predpoklada sa, Ze vidcSina z nich stale identifikovana
nie je. Zlozenie krvnej plazmy je individudlne, je podmienené geneticky a aktudlnym
zdravotnym stavom jedinca (Mohammad J. Hajipour et al., 2014; Nanjappa et al., 2014). Po
inkubacii nanocastic s plazmou pacientov so zndmou diagnézou a naslednej analyze
proteinovej korony boli najdené urcité Struktirne podobnosti v ramci skupin pacientov
s rovnakou diagnézou. Medzi skupinami pacientov s rozdielnou diagnézou boli pozorované
vel'ké odlisnosti. Rovnako to bolo aj s vysledkami cytotoxickych testov, sposobe internalizacie
nanocastic do bunky, zmien v produkcii ROS a indukcii zdpalovej odpovedi buniek. Vysledné
rozdiely medzi skupinami boli va¢Sinou vyhodnotené ako signifikantné (Mohammad Javad
Hajipour et al., 2015). Analyza patologickych zmien v plazme pacientov s vyuzitim nanocastic
moze sluzit’ ako novy sposob stanovenia Specifickych patologickych biomarkerov a nasledne
ako skrinovacia metdda s dobrou senzitivitou a potencialnou v€asnou diagnostikou (Corbo et
al.,2020; Ren et al., 2019).

Vsetky publikované Studie sa ale v zavere zhoduju v tom, Ze zloZenie proteinovej korony
je priamo zavislé zlozeni krvnej plazmy. ZloZenie krvnej plazmy je vysoko individudlne a aj
napriek existujicim podobnostiam vramci urcitych skupin pacientov sa nedaju tieto poznatky
generalizovat’ na cel populaciu. Pri aplikovaniziskanychpoznatkov do praxe je nutné
pristupovat’ striktne individualne.

V podmienkach in vivo nie je zcela mozné eliminovat’ tvorbu proteinovej korony. Je ale
mozné do istej miery jej zloZenie regulovat’. Zatial’ o v in vitro podmienkach je mozné testovat’
stimulaciu buniek nanocasticami bez proteinovej korony a Studovat’ jej ucinok na bunky
(Bé€linova et al., 2020; Machova et al., 2020). In vitro stidie odhalili, ze pritomnost’ proteinove;j
korony mé vplyv na cytotoxicitu nanocastic. Pritomnost’ proteinovej korony na nanocasticiach
v mnohych pripadoch zniZuje ich cytotoxicitu (Mohammad Javad Hajipour ef al., 2015; Jafari

et al., 2020; Khanal et al., 2020).
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Z dovodu silnej interakcie nanocastic s biologickym prostredim st po intraven6znom
podani Castice opsonizované a odstranené z cirkulacie fagocytmi. To moZze limitovat’ transport
nanocastice do cielového miesta a dosiahnutie terapeutického tcinku . Za ucelom stabilizacie
nanocastic a prolongacii ich cirkulacie st modifikované tzv. ,stealth” polymérmi. Medzi
najCastejSiu a najdlhsie pouzivani modifikaciu patri PEGylacia. Jedna sa o kovalentné
naviazanie retazca PEG (polyetylénglykol) k povrchu nanocastice pomocou funkénej skupiny
samotného PEG-u alebo jeho derivéatu (Fam ef al., 2020). U¢inok tejto povrchovej modifikacie
spo¢iva v stérickom odpudzovani proteinov (Jeon et al., 1991). Vela praci potvrdzuje
prolongovanu cirkulaciu takto modifikovanych nanocastic v in vivo modeloch (Abuchowski et
al., 1977; Patsula et al., 2019; Sheng et al., 2016; Termsarasab et al., 2014) atieZ menSie
mnozstvo proteinov v Struktare proteinovej korony (He ef al., 2010; Partikel ef al., 2019).

European Medicines Agency (EMA) schvélila maximélnu dennu davku 500 mg/ kg PEG
a esterov PEG za bezpec¢nu,bez ohl'adu na trvanie a sposob podania, s vynimkou inhalacie
(EMA/CHMP/704195/2013). Dnes je FDA schvalenych 26 lieciv, ktorych chemicka Struktara
obsahuje modifikaciu PEG-om. Jedno z lieciv je na baze nanocastice. Aj ked’ je dnes PEGylacia
schvalenou a Casto pouzivanou chemickou modifikaciou mnohych produktov, ktoré sa

dostavaju do priameho kontaktu s 'ud’'mi, stale sa uvazuje o jeho moznej toxicite.

2.5 Sposoby vstupu nanocastic do bunky

Nanocastice prekonavaju fyziologické a imunologické baréry, interaguji s organizmom az
na urovni tkaniv a buniek, ktoré dokazu penetrovat’. Nanocastice boli detekované v ro6znych
bunkovych kompartmentoch (Barua & Mitragotri, 2014).

V suvislosti s nao¢asticami boli popisané rozne druhy ich vstupu do bunky. ISlo o pasivne
aj aktivne transportné mechzanizmy. Aktivne boli nanocastice internalizované do vnutra bunky
roznymi endocytickymi drdhami- receptorom sprostredkovanou na klatrin zéavislou
endocytozou, receptorom sprostredkovanou na kaveolin zavislou endocytdzou, na klatrine-
a kaveoline-nezavislou endocyt6zou a makropinocyt6zou (Foroozandeh & Aziz, 2018).

Specifickym druhom endocytézy je fagocytoza. Ide o aktivny proces pohlcovania
a eliminacie Castic z okolia, ktory je typicky pre imunitné bunky nazyvané profesiondlne
fagocyty (monocyty,makrofagy, dendritické bunky, neutrofily, osteoclasty). Po rozpoznani

cielovej Castice a aktivacii procesu pohlcovania je Castica internalizovana do vznikajiiceho
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fagozému, ktory maturuje do podoby fagolyzozomu, ktory obsahuje degradacné enzymy
(Uribe-Querol & Rosales, 2020).

Zda sa, ze internalizacia nanocastic je zavisla na aktinovom cytosklete buniek hlavne
v pripadoch nanocastic s polomerom vac¢sim ako 10 nm. Na lokalizaciu nanocastic s va¢Sim
priemerom na bunkovom povrchu ale funkénost’ aktinového cytoskletu buniek pravdepodobne
nema vplyv (C. P. Garcia et al., 2013). V pripade agregécie nanocastic mézu byt aj ultramalé

nanocastice internalizované aktivnym transportom.

2.6 Lokalizacia ultramalych nanocastic vo vnutri bunky

Distribucia nanocastic v bunke zavisi na ich velkosti, spésobe vstupu castic do bunky
a inkubac¢nom case.

Schopnost’ ultramalych nanocastic penetrovat tkanivové bariéry, zdravé aj nadorové
bunky kde Casto prenikaji az do ich jadra je vyuzivana v oblasti cielenej terapie. Po vhodne;j
povrchovej modifikacii st pouzité ako nosice lie€iv ¢i regulatorov génovej expresie. Po vstupe
do jadra moézu tieto Castice pdsobit’ cytotoxicky (Boyoglu et al., 2013) alebo cielene modulovat’

génovu expresiu (Huo et al., 2019) .

2.7 Cytotoxicita nanocastic

Mnoh¢é stadie potvrdzuju, Ze existuje urcitd zavislost medzi cytotoxicitou pouzitych
nanocCastic aich fyzikdlno- chemickymi vlastnostami. Bolo ukazané, Ze na cytotoxicitu
pouzitého nanomaterialu ma vplyv tvar a velkost’ Castic (Lee et al., 2019), ich povrchova
funkcionalizacia (Kapara et al., 2020), zeta potencidl (Shao et al., 2015), ktory suvisi s ich
agregacioua a solubilitou vo vodnych roztokoch a tiez inkuba¢nd doba nanocastic v systéme
a zvolend koncentracia v prostredi (Mohammad Javad Hajipour ef al., 2015).

V studii, ktord popisuje distribliciu chemicky rovnakych zlatych nanocastic s réznou
vel'kostou v organizme a cytotoxicitu bolo dokazané, Zze neplati priama zavislost medzi
velkost’ou nanocastic a mierou ich cytotoxicity. Na zéklade velkosti nanocastic pravdepodobne
nie je mozné ani urcit, akym spésobom budil nanocastice po intraven6znom podani preferencne

odstraiiované z tela (Boyoglu ef al., 2013; X. D. Zhang et al., 2011).
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Nie je mozné stanovit’ pravidld, ktorymi by bolo mozné odhadnit’ vplyv nanocastic na
sledovany systém. Z principu akym nanocastice interaguju s biologickym prostredim, je nutné

previest’ cielent §tadiu vplyvu urcitych nanocastic na kazdy systém samostatne.

2.8 Pouzitie ultramalych zlatych a kremikovych nanocastic v teranostike
V poslednych rokoch sa pouzitie ultramalych zlatych nanocastic s minimalnym stupiiom
povrchovej modifikacie sustredilo na ich testovanie v in vivo zobrazovani (Han et al., 2019),
ako potencidlnych nosiCov lie¢iv schopnych prekonavat' tkanivové bariéry s cielenym
transportom do jadra buniek (Sokolova et al., 2020), pre transport lieiv do solidnych nadorov
(Bugno et al., 2019) a pre cieleny transport kombinovany s konve¢nou terapiou nadorov (Luo
et al., 2019). Vsetky stadie potvrdili, ze ultramalé nanocastice na bazi zlata maji vysoku
schopnost’ penetracie zdravého aj nddorového tkaniva bez vyvolania abnormalnej imunitnej
reakcie a po d’alSej povrchovej modifikacii by mohli byt aplikované ako cielené terapeutikum.
Cerstvé vysledky Cambridgskej vyskumnej skupiny ukazuji potencial ultramalych
kremikovych nanocastic Specificky regulovat T bunky. Pouzité Castice boli schopné priame;j
vizby na komplex povrchového receptoru T buniek a spustit’ signalnu drahu prenasajucu signal

az do jadra buniek (Vis et al., 2018, 2020)
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3 Ciele prace

1. Zaviest metodu na izolaciu I'udskych imunitnych buniek z plnej Zilnej krvi.

2. Zaviest protokol na diferencidciu monocytov do makrofagov, respektive jednotlivych
subtypov M0, M1 a M2.

3. Porovnat’ monocyty a diferencované makrofagy z hl'adiska bunkovej morfologie
a expresie povrchovych CD markerov.

4. Charakterizovat interakciu vybranych imunitnych buniek s ultramalymi nanoc¢asticami.
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4 Materialy a metddy
4.1 Materialy

4.1.1 Biologicky material izolovany z darcov

Vysledky publikované v tejto praci zahrnuji experimenty s primarnym materialom
celkovo siedmych darcov. Pre experimenty s nanocasticami boli néasledne zvolenii dvaja
darcovia- jedna zena (Darca F) a jeden muz (Darca M) rovnakého veku (rok narodenia 1995)
a s rovnakou krvnou skupinou (A, Rh+).

Darcom bola odobratd plna Zilna krv na dalSie spracovanie. Z krvi bola izolovana
plazma, sérum a bunky. Darcovia boli Zeny a muZi (4 Zeny, 3 muzi) v ¢ase odberu vzorku vo
veku 24- 47 rokov (roky narodenia 1995- 1973), zdravi, bez poruchy krvotvorby, nddorového
ochorenia, akéhokol'vek akutneho alebo chronického ochorenia. V ¢ase odberu a minimalne
jeden tyzdent pred odberom vzorku darca musel byt bez priznakov akutneho ochorenia
a nemohol byt ani v §tadiu rekonvalescencie. Minimalne mesiac pred odberom darca neuZival
ziadne lieCivé pripravky. LieCivymi pripravkami su myslené lie€iva, tak ako ich definuje Statni
tistav pro kontrolu 16¢iv (SUKL). Ziadne kontrolné vysetrenia a odbery vzorkov za aelom
zistenia zdravotného stavu darca neboli z naSej strany vykonané. Vsetky postupy v tejto stadii,
ktoré zahritujii pracu s primarnymi bunkami boli schvélené Etickou komisiou VSeobecnej

fakultnej nemocnice v Prahe. Kazdy darca podpisal informovany suhlas.

4.1.2 Bunky

V tejto studii boli pouzité I'udské bunky vo forme monocytarnej bunkovej linie THP-1
(American Tissue Culture Collection) a primarnych imunitnych buniek izolovanych z plne;j
zilnej krvi zdravych darcov.

THP-1 bunky boli povodne ziskané z periférnej krvi detského pacienta s aklitnou
monocytickou leukémiou. Monoblasty boli izolované centrifugaciou v hustotnom gradiente
(Tsuchiya et al., 1980). Dnes su pouzivané¢ ako model 'udskych monocytov (Bosshart &
Heinzelmann, 2016). Primarne ide o suspenzné bunky. V mojej praci boli diferencované do
adherentnych buniek pripominajicich makrofagy.

Primérne bunky boli zastipené¢ mononuklearnou frakciou imunitnych buniek (PBMC).
Priméarny izolat predstavoval suspenzné bunky. Tie boli pri niektorych experimentoch

diferencované a polarizované do makrofagov.
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4.1.3 Nanocastice
4.1.3.1 Zlaté nanocastice

Zlaté nanocCastice pouzité v tejto Stadii boli vyrobené v laboratoriu Ing. Aleny
Rezni¢kovej, PhD na Ustave inzinierstva pevnych latok VSCHT v Prahe. Vo vietkych
pokusoch bol pouzity materidl z jednej Sarze. Materidl bol doruceny vo forme roztoku
konkrétneho typu nanocastic v destilovanej vode (dH>O) v sklenenej vialke. Tieto roztoky boli
dalej skladované pri teplote 4 °C achranené pred svetlom. Pred pouzitim boli roztoky
nanocastic prefiltrované cez 0,22 pum filter (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Svajéiarsko). Nepredpokladaju sa Ziadne zmeny chemickych, fyzikalnych & biologickych
vlastnosti po filtracii. Zlaté nanocastice boli pouzité v dvoch variantdich- AUPEG NP a AuPEG-
NHz NP. Ide o ultramalé zlaté nanocastice priblizne sférického tvaru s naviazanym ret'azcom
polyetylénglykolov (PEG). AuPEG NP tvori zlaté sférické jadro s priemerom priblizne 5,8 nm
s naviazanym retazcom PEG bez terminicie. AuUPEG-NH; NP su tvorené rovnakym jadrom
s priemerom priblizne 4,1 nm s naviazanym retazcom PEG terminovanym aminovou skupinou

NH: (PEG-NH>). Grafické znazornenie Struktlry nanocastic je na Obrazku 1.

R Ho{l\’cﬂw AuNP

PEG-NH: Hsco{\/oi/‘NHz AuNP

Obrazok 1: Grafické znazornenie Struktury zlatych nanocastic pouzitych v tejto praci. V hornej casti obrazku je

zndzornenda Struktura AuPEG NP, v spodnej AuPEG-NH> NP.

Tieto nanocastice vznikli metdédou rozprasovania zlata (Au) do zachytdvacieho roztoku
prislusného PEG-u po dobu 900 s pri teplote 25 °C. Nasledne bol medziprodukt nariedeny
s dH20 v objemovom pomere 1:9. Pouzitie dH,O ako rozpuastadla bolo z dovodu stabilizacie
nanocastic. OH skupiny PEG-u vytvaraju vodikové mostiky s molekulami vody, dochadza
k vzniku hydrataéného obalu, ktory zvySuje stabilitu nanocastic a zabrafiuje ich agregacii
(Reznickova et al., 2017). Ako kontrolné vzorky pre kultivaciu buniek boli pouzité rovnaké
roztoky prislusnych PEG-ov , ktoré sa pouzili pri vyrobe nanocastic. Roztoky oboch typov

nanocastic boli sfarbené do tmavocervena (koloidné zlato), roztoky prislusnych PEG-ov boli
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bezfarebné. Koncentracia nanocastic vo vodnom roztoku bola [AuPEG NP]= 12,2 mg-1"!,
[AuPEG-NH, NP]= 13,9 mg-1"".

Konkrétna Sarza nanocastic pouzitd v tejto praci bola opakovane zanalyzovana pre
uréenie velkosti nano¢astic metdodou TEM. Udaje o velkosti nanocastic pochadzaju z tohoto
merania.

Vysledky §tadie dr. Reznikovej publikované v ¢lanku ,,PEGylated gold nanoparticles:
Stability, cytotoxicity and antibacterial activity (Reznickova et al., 2019) ukazuju, ze sajedna
o nanocastice sférického tvaru s vel'mi tizkou distribuciou velkosti, ktoré prirodzene netvoria
zhluky. Z hladiska teploty a ¢asu st stabilné. Pri pouiti koncentracie 14 mg-1"' posobia oba
typy nanodastic na bunkovu liniu SAOS-2 cytotoxicky, pri koncentracii 7 mg-1! stimuluji
bunkovy metabolizmus. Aniu jedného typu zlatych nanocastic nebol preukazany signifikantny
antibakteridlny uc¢inok. Vyznamné charakteristiky nanocastic st zhrnuté v Tabulke 1(podla

Reznickova et al., 2019).

AuPEG NP

AuPEG-NH; NP

Priemer podl'a TEM [nm]

5,7819 £ 10,2844

4,1262 +0,1586

Distribucia velkosti [+ nm] <5% <4%

Zeta potencial v dH,O [mV] 24.7+4.5 -47.0+1.3
Absorpéné maximum SPR [nm] 513 501
Koncentracia Au v roztoku NPs v dH,O [mg-1!] 90,4 82,8

Tabulka 1: Zhrnutie fyzikalno- chemickych viastnosti AuPEG NP a AuPEGNH> NP pouZzitych v tejto praci. Podla
Reznickova et al., 2019.

4.1.3.2 Kremikové nanocastice

Kremikové nanocastice pouzité v tejto Studii boli vyrobené v laboratoriu profesora
Adama Galiho, PhD, DSc vo Wignerovom vyskumnom centre pre fyziku Mad’arskej akadémie
vied v Budapesti, Mad’arsko. Material bol doruceny vo forme roztoku konkrétneho typu
nanocastic v dH>O v sklenenej vialke. Tieto roztoky boli d’alej skladované pri teplote 4°C
a chranené pred svetlom. Pred aplikaciou boli roztoky sonikované v sonikacnom kupeli po
dobu 30 minut a kapel’ bol chladeny l'adom. Kremikové nanocastice, ktoré predstavovali

modifikované alebo nemodifikované kvantové bodky na bazi karbidu kremiku, boli pouzité
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v troch variantach- SiC NP, SICNH; NP a SiCOH NP. Varianta SiCOH NP bola pouzita ako
dva samostatné vzorky pochadzajice z rozdielnej Sarze- z roku 2017 a 2020 (d’alej oznacované
ako SiCOH17 NP a SiCOH20 NP). Jedna sa o sférické nanocastice s priemerom mensim ako 5
nm s normalnou distribuciou velkosti. Ich zeta potencial ({) vo vode bol priblizne -35 mV
(Beke et al., 2013; Bélinova et al., 2020).

Roztok SiC NP bol sfarbeny dozlta, roztoky ostatnych kremikovych nanocastic boli
bezfarebné. Koncentracia nanocastic v prislusnych vodnych roztokoch bola ¢ [SiC NP]= 8
mg-ml!, ¢ [SIOH17 NP]= 1 mg-ml, ¢ [SiOH20 NP]= 2 mg-ml!, ¢ [SiNH2NP]= 3 mg-ml'.

Jednotlivé modifikované druhy nanocastic vznikli chemickou modifikéciou SiC NP,
ktoré boli syntetizované chemickym leptanim krystalického karbidu kremiku (polytyp 3C-SiC)
(Beke et al., 2013). Z kremikového a grafitového prasku bol vyrobeny karbid kremiku
v mikrokryStalickej forme. Ten bol chemickym leptanim vo vodnom roztoku kyseliny
fluorovodikovej (HF) a kyseliny dusi¢nej( HNO3) zbaveny necistot a nasledne oplachnuty
v dH>O. Proces leptania a oplachu bol zopakovany, vzorka bola sonikovana, centrifugovana
a tekutd faza obsahovala vysledné nanocastice- kremikové kvantové bodky karbidu kremiku
(SiC NP). SiC NP boli d’alej chemicky tranformované a povrch nanocastic bol terminovany
funkénymi skupina obsahujucimi kyslik, majoritne karboxylovou skupinou (COOH).
Pritomnost’ tychto skupin umoziuje d’alSie povrchové modifikacie SiC NP (Szekrényes et al.,
2014). Redukciou tychto terminovanych SiC NP tetrahydridoboritanom sodnym (Na[BHa4])
vo vodnom prostredi boli syntetizované SiOH NP (Beke et al., 2016). Hydroxylova skupina
(OH) SiOH NP bola chemicky aktivovanad pouzitim aminopropyldimetyletoxysilanu
(APDMES). Silanizaciou SiOH NP bol syntetizovany posledny druh kremikovych nanocastic
pouzitych v tejto praci- SICNH, NP. Podrobna charakteristika nanocastic a postup ich vyroby
st popisané v ¢lankoch (Beke et al., 2013, 2016; Bélinova et al., 2020; Szekrényes et al., 2014).
Vysledky studie ukazujucej vplyv tychto nanocastic na monocytarnu bunkova liniu THP-1
znasho laboratoria ukazuji, Ze povrchova termindcia nanocastic méa zasadny vplyv na
metabolicku aktivitu buniek. Rovnako ddlezité je aj pritomnost’ proteinovej korony a zvolena
koncentracia nanocastic. Po dlhodobej kultivacii (7 dni) buniek v prostredi s nanocasticami boli
pozorované morfologické zmeny naznacujice diferenciaciu monocytov. Cytokinovy profil
monocytickej linie naznacuje, Ze bunky odpovedaji na pritomnost’ vSetkych kremikovych
nanocastic pouZzitych v §tadii. Bunky opdsobené kremikovymi nanocasticami produkovali
zvySené mnozstvo niektorych prozapalovych cytokinov oproti bunkdm, ktoré nedosli do
kontaktu so Ziadnymi nanocasticami (Bé&linova et al., 2020). Treba poznamenat, ze sposob

kultivacie buniek s kremikovymi nanocasticami v popisanej $tadii a v tejto praci sa liSia.
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4.2 Metddy a techniky
4.2.1 Odber biologického materialu

Odber plnej krvi bol vykonany z pristupnej perifernej zily v laktovej jamke lekarom.
K odberu bol pouzity vakuovy uzavrety odberovy systém. Za ucelom izolacie buniek bol odber
vykonany do skiumavky s antikoagulans EDTA BD Vacutainer® K2E (EDTA) s odberovym
objemom 6 ml (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA). Za ucelom separacie séra bola pouzita
skumavka s barérovym gélom BD Vacutainer® SSTTM II Advanced s odberovym objemom
8,5 ml (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA). Findlny objem vzorky v ramci jedné¢ho odberu
bol priblizne 15- 20 ml zilnej krvi od jedného darcu. To zodpoveda 3- 4 odberovym

skiimavkam.

4.2.2 Frakcionacia plnej krvi

Odobrata nekoagulovana zilné krv bola pouzita na izolaciu primarnych buniek a krvne;j
plazmy. Koagulovana krv bola pouzita k priprave krvného séra.

Z finalneho objemu nekoagulovanej krvi bolo odobratych 100 pl vzorky na analyzu
krvného obrazu a krvného diferencidlu na analyzéri BC-5300Vet Auto Hemato Analyzer

(Mindray Bio-Medical Electronics, Shenzhen, Cina) kalibrovanom pre vzorku l'udskej krvi.

4.2.2.1 Separécia krvnej plazmy a séra

Po odbere Zilnej krvi do odberovej skimavky na separaciu séra bola skimavka vlozena
do inkubatora s teplotou 37 °C na 30- 60 mintt k samovol'nej koagulacii krvi. Nasledne bola
skamavka centrifugovana (3000xg, 10 min pri 4 °C) k aplnému oddeleniu koagula od séra. Za
sterilnych podmienok bolo sérum Pasterovou pipetou prenesené do skumaviek z polypropylénu
a skladované pri -80°C. Po celu dobu prace bola vzorka udrzovana pri teplote do 8 °C. Vzorka,
ktord bola lipimicka, hemolyzovana alebo ikterickd nebola k d’alSim postupom a analyzam
pouzita. Sérum bolo zanalyzované v Laboratoériu klinickej biochémie ULBLD V3eobecne;j
fakultnej nemocnice v Prahe. Elektroforézou boli stanovené nasledovné hodnoty: celkové
mnozstvo bielkovin, albumin, a-1-globulin, a-2-globulin, B-1-globulin, B-2-globulin, y-
globulin, albumino-globulinovy kvocient.

Vyizolované sérum nebolo inaktivované a vo vSetkych experimentoch tejto prace bolo
pouzité v tejto forme.

Metoda izopyknickej centrifugacie v roztoku Ficoll (popisand d’alej) umoziovala zo

vzorku nekoagulovanej krvi izolaciu krvnej plazmy aj buniek zaroveid. Po prvom
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centrifugovani vzorku doslo k separacii plazmy, ktora bola odobrata Pasterovou pipetou do

skumaviek z polypropylénu a skladovana pri -80 °C.

4.2.2.2 Separacia buniek

Separdcia buniek zplnej krvi prebiehala vzdy zo vzorky nekoagulovanej krvi
v sterilnych podmienkach lamindrneho boxu. Boli pouzité Styri metddy izolacie (metoda 1- 4),
ktoré sa liSia vo vyslednom izolate. Presny pocet zivych buniek v izolate bol uréeny
mechanickym pocitanim vzorky nafarbenej trypanovou modrou (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) v Burkerovej komdrke. lizolaty boli resuspendované v kultivatnom médiu.
Kultivaéné médium sa rozumie RPMI 1640 (Biosera, Nuaille, Franctuzsko) s obsahom 10 %
(V/V) neinaktivovaného autologneho séra alebo fetdlneho bovinného séra (FBS), 2 mM L-
glutaminu, 10000 u/ml penicilinu a 10 pg/ml streptomycinu (vietky Gibco™, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA ). Povod séra pre kultivaciu primarnych buniek bol
voleny podla planovanych experimentov. Optimalizaciou protokolov a porovnanim
prislusnych izolatov bola vybrana optimalna metoda izolacie s ohl'adom na tému mojej prace.

Detaily st popisané v kapitole 5.

Separacia leukocytov lyzaénym roztokom (Metéda 1)

K izolécii leukocytov zplnej krvi bol pouzity 0,16 M roztok NH4Cl v dH>O s
obsahom 0,13 mM kyseliny etyléndiamintetraoctovej (EDTA) a 17,1 mM chloridu sodného
(NaCl). Tento roztok preferencne lyzuje erytrocyty (Chernyshev et al., 2008). Lyzacny roztok
bol pridany k plnej krvi v objemovom pomere 1:10. Zmes bola inkubovana priblizne 7 min
vtme pri teplote 37 °C. Krv bola nasledne centrifugovana (300xg, 5 min pri 22°C).
Usporiadanie vzorku po centrifugécii znazornuje Obrazok 2. Bunkova peleta bola premyta v 20
ml fosfatového pufru PBS, centrifugovana ako v predchadzajicom kroku a izolat buniek bol
resuspendovany v kultivacnom médiu. Vysledkom separacie lyzaénym roztokom NH4Cl je faza

leukocytov.
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zlyzované erytrocyty

e leukocyty

Obrazok 2: Usporiadanie vzorky plnej krvi s lyzacnym roztokom NHCl po prvej centrifugacii. Peleta na dne
skumavky je tvorend leukocytarnou populaciou, supernatan obsahuje zlyzované erytrocyty a trombocyty.

Separacia mononuklearnych buniek izopyknickou centrifpgaciou (Metdéda 2)

Mononukledrne krvné bunky (PBMC z angl. peripheral blood mononuclear cells) boli
z plnej krvi separované izopyknickou centrifugaciou v hustotnom gradiente. Hustotny gradient
tvoril Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA). Ide o roztok vetveného
polyméru sachardzy s epichlorohydrinom, diatrizodtom sodnym a EDTA.

Na dno centrifugacnej skimavky bol naneseny Ficoll. Nekoagulovand krv bola
nariedend v objemovom pomere 1:1 s 0,005 % (V/V) roztokom EDTA v PBS a opatrne
navrstvend na Ficoll. Po centrifugacii (400xg, 30 min pri 20 °C, brzdenie= 0) bola do
polypropylénovej skumavky odobratd zhornej faze plazma a uskladnena v -80 °C .
Usporiadanie vzorku po centrifpgacii znazornuje Obrazok 3. Prstenec PBMC bol odobraty do
samostatnej skimavky a dvakrat premyty v 0,005 % (V/V) roztoku EDTA v PBS so zniZujicim
poctom otacok centrifugacie (200xg a 100xg, vzdy 10 min pri 20 °C). Postupnym znizovanim
otacok pri centrifugovani sa minimalizoval obsah trombocytov vo vyslednom izolate. Vysledny
izolat, ktory predstavovala mononukledrna faza (PBMC), bol resuspendovany v kultivaénom

médiu.
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Obrazok 3: Usporiadanie vzorky plnej krvi po centrifugacii nariedenej roztokom EDTA v PBS, ktora bola
navrstvena na separacny polymér Ficoll a centrifugovana. Prstenec PBMC a plazma boli odobraté do
samostatnych skumavok na dalsiu analyzu.

Separacia monocytmi obohatenej frakcie (Metéda 3)

PouZitim komer¢nej supravy pluriSpin® Human Monocyte Enrichment (pluriSelect
Life Sience, Leipzig, Nemecko) bola vyizolovana vrstva buniek s obohatenou populaciou
monocytov. Produkt funguje na principe negativnej selekcie buniek exprimujucich CD14
molekulu (monocyty). Oznacuje granulocyty, NK bunky, T aj B lymfocyty, ktoré su po
centrifugacii na gradientovom médiu koncentrované s erytrocytmi v bunkovej pelete. CD14+
bunky ostavaju intaktné a tvoria samostatntl fazu. Jedna sa o rovnaky princip separacie buniek
ako v pripade metody 2, ale v tejto metode je cielova populacia buniek este obohatena o CD14+
populéciu. Usporiadanie vzorku po centrifugacii znazoriuje Obrazok 4. Vzhl'adom na vstupny
material by mala izolovand frakcia obsahovat’ 84 % - 92 % CD14+ buniek.

Postup separacie prebiehal podla protokolu vyrobcu, ako gradientové médium bolo
zvolené Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA). Izolat v podobe

populacie buniek bohatej na monocyty bol po izolacii resuspendovany v kultivaénom médiu.
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Obrazok 4: Usporiadanie vzorky plnej krvi po pridani pluriSpin® roztoku, nariedeni PBS  a naslednej
centrifugacii. Prstenec buniek s nabohatenou CDI14+ populaciou a plazma boli odobraté do samostatnych
skumavok na dalsiu analyzu.

Sorting monocytov (Metdéda 4)

Izolaty leukocytov a mononukledrnych buniek, ktoré boli ziskané z plnej krvi vysSie
popisanymi postupmi boli pouZzité na sorting monocytov prietokovym cytometrom. Populacia
monocytov bola sortovana po identifikacii na FSC-A/ SSC-A dot plote a farbenie vzorky
nebolo potrebné. Tiez bola vyskusand metdda izolacie po farbeni vzorku. Monocyty boli
izolované¢ ako CDI14+ bunky. Primarne izolaty boli farbené v objeme 300 ul protilatkou
riedenou v objemovom pomere 1: 100 pri teplote 4 °C, 30 minut, v tme. Bola pouzita protilatka
antiCD14 konjugovand s FITC (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Cielova
populécia bola sortovana pouzitim FACSAria Ilu cell sorter vybavenym piatimi laserami: 355
nm, 405 nm, 488 nm, 561 nm, 633 nm (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA) v spolupréci
s Ing. Martinom Béjeénym (Ustav patologickej fyziologie 1. lekarskej fakulty Univerzity

Karlovej, Praha). Sorting prebiehal do skimavky s kultivatnym médiom.

4.2.3 Kultiva¢né podmienky a pasazovanie
Bunkova linia THP-1

THP-1 bunky boli uchovavané v tekutom dusiku v teplote -180 °C . Kryogénne
skimavky s objemom 2 ml (Simport Scientific, Montreal, Kanada) so zamrazenymi bunkami
boli prenesené do vodného kupela s teplotou 37 °C na priblizne 1 minatu. V sterilnych
podmienkach laminarneho boxu bolo pridanych 700 ul vytemperovaného kultivacného média

RPMI 1640 (Biosera, Nuaille, Franctuzsko) s obsahom 10 % (V/V) neinaktivovaného FBS, 2
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mM L-glutaminu, 10000 u/ml penicilinu a 10 pg/ml streptomycinu (vSetky Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA ). Bunkova suspenzia bola prenesena do
centrifugacnej skimavky s objemom 15 ml (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Svajéiarsko), médium bolo doplnené do objemu 5 ml a bunky boli centrifugované (300xg, 5
min pri 22° C). Po odstraneni supernatantu bola bunkova peleta resuspendovand v 1 ml
kultivaéného média, prenesend do Standardnej kultivacnej fl'asky a bunky boli kultivované ako
sa popisuje d’alej.

THP-1 bunky boli $tandardne kultivované v 25 cm? kultivaénych fTaskach (TPP
Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Svajéiarsko) v kultivaénom médiu RPMI 1640
(Biosera, Nuaille, Franctizsko) s obsahom 10% (V/V) neinaktivovaného FBS, 2 mM L-
glutaminu, 10000 u/ml penicilinu a 10 pg/ml streptomycinu (vSetky Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA ) v inkubatore (37 °C, 5 % CO2). Suspenzna monocytarna linia
bola kultivovana pri vysokej konfluencii a koncentracia buniek bola udrZzovand na hodnote
priblizne 10° buniek/ ml bunkovej suspenzie. PasadZzovanie buniek a vymena média prebiehali
podla potreby. Cast’ bunkovej suspenzie bola odobraté a do kultivaénej flasky bolo vratenych
priblizne 3 000 000- 4000 000 buniek, objem média bol doplneny do findlnych 5 ml.

Adherentné makrofagy diferencované z monocytarnej linie THP-1 boli vzdy Cerstvo
pripravené pre dany experiment a neboli kultivované dlhodobo. Ich kultivacia v priebehu
diferenciécie prebiehala v rovnakom kultivaénom médiu ako v pripade THP-1 monocytov ale
s pridavkom diferenciatného agens. Podmienky diferenciacie su Specifikované v podkapitole
,,Difrencidcia buniek®. V pripade, Ze monocytarna linia nedosahovala vysokej konfluencie
a koncentracia buniek v kultare nebola 1,3 x10° buniek/ ml a viac, bunky neboli vyuzité

k diferenciacii a ¢akalo sa na dosiahnutie optimalnej konfluencie.

Primarne bunky

Primarny izolat ziskany akoukol'vek vopred popisovanou metddou bol kultivovany v 25
cm? kultivaénych flagkach (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Svajéiarsko) v
médiu RPMI 1640 (Biosera, Nuaille, Francuzsko) s obsahom 10 % (V/V) neinaktivovaného
autologneho séra alebo neinaktivovaného FBS, 2 mM L-glutaminu, 10000 u/ml penicilinu a 10
pg/ml streptomycinu (vSetky Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA ). Povod
séra pre kultivaciu primarnych buniek bol voleny podl'a pldnovanych experimentov. Autologne
sérum pouzité pre kultivaciu nebolo starSie ako jeden mesiac. Pri dlhodobej kultivacii primarne

bunky neboli pasaZované.
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Diferencidcia primarnych buniek do makrofadgov prebiehala v Standardnom
kultivaénom médiu s autolognym sérom a pridanim cytokinov. Podmienky diferenciacie

primarnych buniek st Specifikované v podkapitole 4.2.4.

Disociacia adherentnych makrofagov diferencovanych z bunkovej linie THP-1 alebo
primarnych  buniek  prebichala enzymaticky, pouzitim roztoku proteolytickych
a kolagenolytickych enzymov akutdzy StemPro® Accutase® (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA ). Bez oplachu buniek bol enzym inkubovany s bunkami 10-15
minut pri izbovej teplote. K zastaveniu reakcie nebolo nutné pridavat’ sérum. Spotreba enzymu

bola priblizne 100 ul akutazy na 1 cm? kultivaénej plochy.

4.2.4 Diferenciacia buniek
Diferenciiacia THP-1 monocytov

Diferenciacia monocytov bunkovej linie THP-1 do makrofagov prebiehala pomocou
diesteru forbolu (PMA- Phorbol 12-myristate 13-acetate) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA). Bunky boli nasadené v koncentracii 200 000 buniek/ cm? do $tandardného kultivaéného
média s pridanim PMA. Vysledna koncentracia PMA sa pohybovala pri optimalizatnych
experimentoch v rozmedzi 1 uM — 10 nM. Protokol bol optimalizovany na vyslednu
koncentraciu PMA 100 nM. Monocyty boli stimulované PMA 3 dni. Po troch diioch bolo
médium vymenené za Standardné kultivacné médium bez diferenciacného agens a bunky boli
drzané v kultare dalSie tri dni-faiza odpocinku. Vysledkom tohoto protokolu su bunky
pripominajuce makrofagy, ktoré budiu v texte oznaCované ako MDM6. Podla literatiry sa
protokolom s fazou odpocinku diferencuju bunky, ktoré morfologicky najviac pripominaji
I'udské makrofagy (Daigneault et al., 2010) a zodpovedaju MO typu (Genin ef al., 2015).

Alternativne je mozné ziskat’ makrofagy rovnakym postupom, ale diferenciacia konci
v den 3 po stimulacii PMA a bunky neprejda fazou odpocinku. Vysledkom tohoto protokolu st

bunky pripominajice makrofagy, ktoré buda v texte oznacované ako MDM3.

Vysledky 3- a 6-diiového protokolu diferencidcie st popisané v kapitole ,,Vysledky*.

Diferenciacia primarnych buniek
Diferencidcia do MO makrofagu
PBMC boli nasadené v koncentracii 1 000 000 buniek/ ml a inkubované v Standardnom

kultivaénom médiu s faktorom stimulujucim kolonie makrofagov (M-CSF, z angl. Macrophage
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Colony-Stimulating Factor) v koncentracii 50 ng/ ml (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA) po
dobu 7 dni. V deni 7 sa médium s neadherovanymi bunkami odstranilo a adherentné bunky boli

povazované za makrofagy typu MO. Tie bolo d’alej mozné polarizovat'.

Diferenciacia do M1 makrofagu
Diferencidcia M1 makrofagov prebehla polarizovanim MO makrofadgov, ktoré boli
inkubované¢ s roztokom lipopolysacharidu (LPS) (1 pg/ ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis,

Missouri, USA) v Standardnom médiu po dobu 2 hodin.

Diferenciacia do M2 makrofagu
Diferencidcia M2 makrofagov prebehla polarizovanim MO makrofagov, ktoré boli
inkubované s roztokom interleukinu-4 (IL-4) (10 ng/ ml) (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA) v Standardnom médiu po dobu 24 hodin.

4.2.5 Doba zdvojenia buniek

Doba zdvojenia buniek bola stanovena pre monocyty a makrofagy pdvodom z bunkove;j
linie aj primarne bunky. Experiment prebiehal v prislusnych kultivaénych médiach za
Standardnych kultivaénych podmienok. Pociato¢nad koncentracia buniek bola 10 000 buniek/
cm? pre THP-1 monocyty, 15 000 buniek/ cm? pre THP-1 makrofagy a 10 000 buniek/ cm? pre
primarne bunky. Bunky linie boli nasadené¢ do 6-jamkovej dosticky s kultivatnou plochou
9,026 ¢cm? , primarne bunky boli nasadené do 24-jamkovej dosticky s kultivaénou plochou
1,864 cm? (obe TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Svajéiarsko). Objem
kultivacného média bol pouzity podl'a odporucania vyrobcu. Po 4 h, 24 h a 48 h boli vsetky
bunky zjamky pozbierané abol uréeny ich pocet manualnym pocitanim v Biirkerovej
komorke. V kazdom ¢asovom intervale boli zanalyzované prave dve jamky. Ziskané data boli
analyzované pomocou internetovej stranky https://doubling-time.com/compute.php a
https://doubling-time.com/compute_more.php (obe V. Roth MD, Doubling Time Calculator
(2006)).

4.2.6 Experimentalne podmienky
V tejto praci boli pouzité zlaté a kremikové nanocastice charakterizované v kapitole 4.1.3.

Tie boli pridané k bunkdm v kutivacnej nadobe pre 24-hodinov stimulédciu. Stuc¢ast’ou kazdého
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experimentu bola kontrolnd vzorka. Kontrolni vzorku predstavovali bunky kultivované
v prislusnom kultivacnom médiu bez pridavku nanocastic alebo inych stimula¢nych agens.
V pripade THP-1 monocytov a MDM6 makrofagov boli pouzité iba zlaté nanocastice
a roztoky prislusnych PEG-ov. V ramci jedného experimentu boli pouzité v nasledujucich
koncentraciach:
[AuPEG NP]1=1 pg/ ml,
[AuPEG NP]>=7 ng/ ml,
[AuPEG NP]s= 12,2 ug/ ml,
[AuPEG-NH: NP]1=1 pg/ ml,
[AuPEG-NH: NP],=7 pg/ ml,
[AuPEG-NH> NP]3= 13,9 ug/ ml,
[PEG]=10 % (V/ V),
[PEG-NH2]=10 % (V/ V)

V pripade THP-1 buniek bol vykonany experiment dlhodobej kultivacie (7 dni) THP-1
monocytov s nanocasticami AuPEG NP a AuPEG-NH. NP. Nanocastice boli pouZité
v koncentraciach [AuPEG NP]= 12,2 ug/ ml a [AuPEG-NH> NP]= 13,9 ug/ ml. Bunky boli
nasadené do 6-jamkovej dosticky (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Svajéiarsko)
v koncentracii 10 000 buniek/ cm? v $tandardnom kultivaénom médiu. K bunkam boli pridané
roztoky nanocastic a bunky boli takto kultivované po dobu 7 dni v inkubatore. Jednu vzorku
tvorila nestimulovand kontrola.V den 7 boli spravené histologické preparaty prisluSnych

vzoriek ako je popisané v kapitole 4.2.9.1 a bola sledovana morfologia buniek.

Pri stimuldcii primarnych buniek boli pouzité kremikové nanocastice aj zlaté
nanocastice s roztokmi prislusnych PEG-ov. V tomto pripade boli pouzité eSte dva typy
kontrolnych vzoriek pre preukdzanie biologického Uc¢inku nanocastic. Jednalo sa o bunky
stimulované lipopolysacharidom (LPS, 50 pg/ ml) a bunky stimulované médiom s obsahom
dH>0 (10 % V/V). Bunky stimulované LPS boli pouzité ako prozapalova kontrola. Pouzita
koncentracia LPS vychddza z predchadzajicich experimentov znasho laboratoria a je
pouzivand dlhodobo.

Ked’Ze nanocastice boli vo forme vodnych roztokov prislusného typu nanocastic, bolo

potrebné pouzit’ kontrolni vzorku opdsobent rovnakym mnozstvom dH>O pre vylacenie jej
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(osmotického) vplyvu na bunky. V ramci jedného experimentu boli pouzité stimulacné agens
v nasledujucich koncentracidch:
[AuPEG NP]= 12,2 pg/ ml,
[AuPEG-NH: NP]= 13,9 pg/ ml,
[PEG]=10 % (V/ V),
[PEG-NH:]= 10 % (V/ V),

[SiC NP]= 100 pg/ ml,
[SiCOH17 NP]= 100 pug/ ml,
[SiCOH20 NP]= 100 pg/ ml,
[SiCNH2 NP]= 100 pg/ ml,
[LPS]= 50 pg/ ml,

[dH20]= 10 % (V/V)

Vseobecné charakteristiky pokusov s nanocasticami

Bunky boli nasadené v kultivaénom médiu do kultiva¢nej nadoby vzdy v objeme 75 %
z celkového objemu kultivacnej nadoby. Roztok nanocastic v kultivaénom médiu bol pridany
v 25 % z celkového objemu kultivacnej nadoby.

Pri experimentoch so suspenznymi bunkami boli bunky nasadené do kultiva¢nej nadoby
v rovnaky deil pridania nanocastic. Experimenty s adherentnymi bunkami si vyZzadovali
nasadenie adherentnych buniek do kultivacnej nadoby minimalne 24 hodin pred zacatim
experimentu, aby bola adherencia buniek ku dnu nadoby obnovena. V pripade, ze adherencia

buniek nebola obnovena, roztok nanocastic bol pridany priamo k bunkam, bez vymeny média.

Pokusy s bunkovou liniou THP-1

Pre experimenty s nanoc¢asticami boli THP-1 monocyty nasadené v koncentréacii 10 000
buniek/ cm? kultivaénej plochy v $tandardnom kultivatnom médiu s pridavkom
neinaktivovaného FBS priamo do 96-jamkovej dosticky s gulatym dnom (TPP Techno Plastic
Products AG, Trasadingen, Svajéiarsko). Priamo knim bol pridany roztok nanocastic.
Vysledny objem na jednu jamku bol 100 pl. Meranie metabolickej aktivity metodou MTS
prebiehalo v rovnakej kultiva¢nej nadobe po pridani potrebného mnozstva MTS roztoku. Tu
bola kazdd vzorka merand v pentaplikate s odpovedajicim blankom v triplikate. Kontrolna

vzorka bola vzdy zastlipend v dvojnadsobnom pocte opakovani.
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Pre experimenty s nanocasticami boli pouzit¢ MDM6 makrofagy diferencované z THP-
1 linie pouzitim 6-dilového protokolu s fiazou odpocinku . Makrofagy boli nasadené
v koncentracii 15 000 buniek/ cm? kultivaénej plochy v $tandardnom kultivatnom médiu
s pridavkom neinaktivovaného FBS priamo do 96-jamkovej dosti¢ky s plochym dnom (TPP
Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Svajéiarsko). Pridanie roztoku nanogastic a meranie
metabolickej aktivity prebehli rovnako ako v pripade suspenznych THP-1 buniek.

Po celt dobu experimentov boli bunky linie kultivované v kultivatnom médiu

s pridavkom vyhradne neinaktivovaného FBS ako je popisané v podkapitole 4.2.3.

Pokusy s primarnymi bunkami

Ked’ze experimenty stimuladcie primarnych buniek boli pomerne zlozité a obsahovali
okrem zakladnych merani cytotoxicity nanocastic aj kontrolné merania, st prezentované ako
prehl'adny zoznam s dopliiujicim komentarom. Zoznam ma poukazat’ predovsetkym na ¢asovy

sled jednotlivych krokov v ramci celého experimentu.

1. Odber plnej Zilnej krvi od darcu
e analyza krvi na hemoanalyzéri
e krvny rozter na histologické farbenie vzorky a charakterizaciu bunkovych typov
2. Izolacia imunitnych buniek (PBMC) zo vzorky krvi metédou izopyknickej centrifugacie
e odber krvnej plazmy pre d’alSiu analyzu
e stanovenie celkového poctu zivych PBMC farbenim trypanovou modrou
e cytometrickd analyza povrchovych CD markerov PBMC
3. Inkubécia PBMC v kultivacnom médiu s pridavkom autolégneho séra 24 h v inkubéatore
e stanovenie celkového poctu zivych buniek v izolate farbenim trypanovou modrou
e cytometrickd analyza povrchovych CD markerov
4. Pridanie nanocastic a d’al§ich agens pre 24-hodinovu stimulaciu
5. Analyza morfologie, metabolickej aktivity a Zivotnosti PBMC po stimulécii
nanocasticami
e odber bunkového supernatantu pre d’alSiu analyzu (napr. stanovenie cytokinov)
e morfoldgia buniek- dokumentécia svetelnym mikroskopom
e MTS metdda
¢ 7AAD/ Hoechst 33342 metoda
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Pre experimenty s nanocasticami boli pouzité primarne bunky (PBMC), ktoré boli
z krvi izolované metddou izopyknickej centrifugicie s pouzitim Ficollu (metéda 2) a
kultivované 24 hodin v Standardnom kultivacnom médiu s obsahom neinaktivovaného
autologneho séra. PBMC boli nasledne nasadené v koncentracii 500 000 buniek/ 1 ml do 24-
jamkovej dosticky pre suspenzné bunky (Sarstedt, Niimbrecht, Nemecko) a bol k nim pridany
roztok nanocastic. Vysledny objem na jednu jamku bol 1 ml. Meranie metabolickej aktivity
metddou MTS prebiehalo presadenim buniek do 96-jamkovej dosticky s gulatym dnom (TPP
Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Svajéiarsko). Tu bola kazda vzorka merana
v pentaplikate s odpovedajucim blankom v triplikate. Kontrolnd vzorka bola vzdy zastiipena
v dvojnasobnom pocte opakovani.

Po celu dobu experimentov boli bunky kultivované v kultivaénom médiu s pridavkom

vyhradne neinaktivovaného autologneho séra ako je popisané v podkapitole 4.2.2.2.

4.2.7 Meranie metabolickej aktivity a zZivotnosti buniek
4.2.7.1 MTS metoda pre meranie metabolickej aktivity buniek

Ako zakladny test celkovej metabolickej aktivity a proliferacie buniek bola pouzita
kolorimetrickd metoda MTS CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
(Promega, Madison, Wisconsin, USA). Vyuzita bola pri experimentoch s nanocasticami pre
odhalenie cytotoxicity Castic, pre stanovenie odpovedi buniek na cytokiny a rozlicné kultivacné
podmienky.

Metoda je zalozena na redukcii tetrazoliovej zlozky MTS roztoku bunkovymi
NAD(P)H-dependentnymi dehydrogenazami za vzniku farebného formazanového produktu,
ktory je rozpustny v kultivatnom médiu. MnoZstvo formazanového produktu je mozné stanovit’
zmeranim absorbancie pri vlnovej dizke (L) 492 nm a 620 nm, ktora sliZi ako referencna
hodnota. Hodnota absorbancie pri A =492 nm je priamo umernd dehydrogenazovej aktivite
v danej vzorke.

Vo vSetkych experimentoch bol ku kazdej vzorke pridany blank pre od¢itanie pozadia.
Blank bol roztok totozny s roztokom pridanym k bunkdm, ale neobsahoval Ziadne bunky.

V pripade suspenznych aj adherentnych buniek bolo priamo do bunkovej suspenzie
pridané mnozstvo MTS roztoku potrebné pre vytvorenie vyslednej koncentracie 10% (V/V).
Po pridani MTS roztoku boli bunky inkubované 2 hodiny pri 37 °C v CO; inkubétore.

Kultivacna dosticka bola jemne pretrepana kvoli dobrému rozptyleniu farebného produktu.
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Absorbancia bola zmerana pri A= 492 nm a A= 620 nm pre odcitanie pozadia na dostickovom

spektrometri Tecan Spark® multimode microplate reader (Tecan, Mannedorf, Svajéiarsko).

4.2.7.2 TAAD/ Hoechst metdda pre stanovenie zivotnosti buniek a normalizacia dat
Normalizacia MTS dat suspenznych buniek prebiehala na celkovy pocet zivych buniek
v kazdej vzorke. Po zmerani absorbancie bol objem kazdej jamky v 96-jamkovej dosticke
doplneny do objemu 300 ul farbiacim roztokom, ktory obsahoval 7-aminoaktinomycinu D
(7AAD, BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA) a Hoechst 33342 (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA ) v PBS. Vysledn4 koncentracia oboch bola 10 pg/ ml. Inkubacia s farbami prebiehala 30
minat pri izbovej teplote a vtme. Analyza prebiehala na cytometri FACS Canto II HTS
vybavenym tromi laserami: 405 nm, 488 nm, 633 nm a so softvérom BD FACSDiva™ software
v. 6.1.3 (oba BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA). Vylucenie debris, mrtvych buniek a
erytrocytov z analyzy bolo dosiahnuté ohrani¢enim populacie buniek na FSC-A/ SSC-A dot
plote a je znazornené na Obrazku 5 . Namerané data boli vyhodnotené pomocou FlowJovX

software (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA).

SRC-
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Obrazok 5: Stratégia ohranicenia populacie buniek vo vzorke s vylucenim erytrocytov, bunkovej debris a mrtvych

buniek. Ohranic¢end populdcia predstavuje sledované bunky (PBMC).

Populacia buniek bola analyzovand na pozitivitu 7AAD a Hoechst 33342 signalu.
Signal zo 7AAD bol sledovany v kandle APC-A, signal z Hoechst 33342 v PacificBlue-A

kanale. Dvojitym farbenim 7AAD/ Hoechst 33342 bolo mozZné stanovit’ zastipenie Zivych,
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apoptotickych a nekrotickych buniek vo vzorke. Nastavenie pozitivity, resp. negativity
populacie bolo nastavené nefarbenou kontrolou pre kazdy typ vzorky samostatne.

Tato metdda vyuziva zmien plazmatickej membrany buniek pocas bunkovej smrti.
Bunkova membrana postupne straca svoju integritu az je uplne rozpadnutd (Y. Zhang et al.,
2018). DNA- viazuca farba 7AAD neprechadza membranou bunky, interaguje iba s nukleovou
kyselinou buniek s narusenou integritou membrany. Silny signdl je ocakavany u buniek
s vysokym stupfiom poskodenia- nekrotické bunky a bunky v neskorej apoptéze (Philpott et al.,
1996). Hoechst 33342 je vitdlna DNA-viazuca farba prestupujiica plazmatickou membranou.
Po vizbe na dsDNA emituje modra fluorescenciu. Signal je ocakavany u Zivych
a apoptotickych buniek (Schmid et al., 1994). Zivotnost buniek bola uréena ohrani¢enim
bunkovych populacii na dot plote Hoechst 33342/ 7AAD (PacificBlue-A/ APC-A). Bunky bolo
charakterizované nasledovne: zivé bunky Hoechst 333427 7AAD", apoptotické bunky Hoechst
333427 7TAAD alebo 33342"" 7AAD" , nekrotické bunky a bunky v neskorej apoptoze

Hoechst 33342° 7AAD"™" . Stratégia ohrani¢enia buniek je zndzornena na Obrazku 6.

Mekrotické bunky a
bunky v neskore] apoptoze

Apoptotické
J bunky

RCT*GE0_20*APC-A,
=

£ Fivé bunky

WBE*450_S0PacificBlus-A
Obrazok 6: Stratégia ohranicenia zivych, apoptotickych a nekrotickych buniek vo vzorke na zaklade pozitivity

farbenim 7AAD/ Hoechst 33342 farieb pocas cytometrickej analyzy vzorky. Signdl z farby Hoechst 33342 bol
sledovany v kandli PacificBlue-A, signal zo 7AAD bol sledovany v kanali APC-A.

Vysledky MTS merania boli normalizované na pocet buniek vo vzorke. Zivotnost
buniek je prezentovand ako priemernd hodnota zastiipenia jednotlivych subpopulacii buniek na

zaklade analyzy Hoechst 33342/ 7AAD pozitivity vo vzorku z troch nezavislych experimentov

Vysledky MTS merania u adherentnych buniek boli normalizované na celkové

mnozstvo DNA vo vzorke. K normalizacii bol pouzity CyQUANT™ NF Cell Proliferation
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Assay (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Metdda je zalozend na stanoveni celkového obsahu
DNA buniek DNA-viazucou fluorescenc¢nou farbou. Predpoklada sa, ze mnozstvo DNA vo
vzorke je proporcidlne mnozstvu buniek v danej vzorke. K bunkdm je pridany roztok
permeabilizacného agens plazmatickej] membrany a fluorescencnej DNA-viazucej farby. Po
inkubacii farby so vzorkom je zmerand fluorescencia v kazdom vzorku. Fluorescencia bola
merand pri Aex= 485 nm a Aem=530 na Tecan Spark® multimode microplate reader (Tecan,
Minnedorf, Svajéiarsko) a snimana zospodu. Vysledky zMTS metody boli nasledne

normalizované na konkrétne hodnoty fluorescencie z jadier.

4.2.7.3 Sea Horse metdda pre meranie metabolizmu ATP

Energeticky metabolizmus adenozin-5"-trifosfatu  (ATP) v monocytoch (THP-1)
a diferencovanych makrofagoch (MDM6) bol skiimany pomocou komercnej supravy
Seahorse XFp Real-Time ATP Rate Assay Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
Metoda bola zamerand na stanovenie glykolytickej frakcie ATP a frakcie produkovanej
mitochondrialnou oxidativnou fosforylaciou. ATP bola kvantifikovand na zaklade merani
spotreby kysliku (OCR, z angl. oxygen consumption rate) a acidifikacie extracelularneho
prostredia(ECAR, zangl. extracellular acidification rate). Extracelularne prostredie
predstavovalo chemicky definované médium typu RPMI bez séra, ktoré bolo sucastou stipravy,
svojim zlozenim sa ale liSilo od Standardného kultivaéného média.
K stanoveniu produkcie ATP z glykolyzy a mitochondrialnej oxidativnej fosforylacie boli po
zmerani bazdlnych OCR a ECAR v definovanom case pridané metabolické modulatory
oligomycin a nasledne rotenon v kombinacii s antimycinom A. Oligomycin inhibuje ATP
syntazu (komplex V) ato umoznuje po vypocte stanovit mitochondridlnu frakciu ATP.
Naslednym zablokovanim komplexu I a komplexu III elektrontransportného ret'azca pridanim
rotenonu a antimycinu A je mozné stanovit’ glykolyticka frakciu ATP. K celkovej acidifikécii
prostredia prispievaju obe metabolické drahy. Kyslik je spotrebovany pri oxidativnej
fosforylacii.

Experiment prebiehal podl'a ndvodu vyrobcu. Monocyty boli nasadené v koncentrécii
150 000 buniek/ cm?a 300 000 buniek/ cm?, makrofagy MDM6 v koncentracii 100 000 buniek/
cm? Pred meranim (cca 60 min) a pocas samotného merania boli bunky v prostredi bez COs.
Meranie parametrov OCR a ECAR prebehlo v rdmci jedného experimentu devatkrat v kazdej
vzorke, kazda vzorka bola v rdmci experimentu v triplikate. Vysledné data su prezentované ako

priemerna hodnota stanovovanych parametrov z troch nezévislych experimentov. Meranie
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prebiehalo na pristroji The Agilent Seahorse XFp Analyzer (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA).

4.2.8 Prietokova cytometria

Pred samotnym farbenim na cytometrickil analyzu bol primarny izolat v den izolacie
kultivovany 60 minut v prislusnom kultiva¢énom médiu v CO; inkubatore (37 °C, 5 % CO»).
Disociacia adherentnych buniek pred cytometrickou analyzou prebichala Standardne
enzymaticky, ako je popisané v kapitole 4.2.3.

Analyzované alebo sortované bunky boli centrifugované (300xg, 5 min pri 22°C)
a bunkova peleta bola farbena kombinéciou protilatok konjugovanych s fluorochromom proti
povrchovym molekulam. VSetky vzorky boli farbené a analyzované v polypropylénovych
skimavkach s objemom 5 ml (Falcon®, Corning Incorporated, Corning, NY, USA). Primarne
bunky boli farbené v objeme 50 ul alebo 100 ul. Bunky pochadzajice z bunkovej linie v objeme
100 ul. Komercné protilatky boli nariedené s bunkovou suspenziou v objemovom pomere
1:100, v pripade protilatok konjugovanych s fluorochromom Brilliant Violet 421™
(BioLegend, San Diego, CA, USA) v objemovom pomere 1:200. Zmes protilatok bola pridana
k vzorke pri izbovej teplote a bunky boli nasledne inkubované pri teplote 4 °C po dobu 30 minut
v tme. Zafarbena vzorka bola jedenkrat premyta PBS a analyzovana na prisluSnom cytometri
vo findlnom objeme 400 ul.

Vzorky boli analyzované na FACS Canto II HTS vybavenym tromi laserami: 405 nm,
488 nm, 633 nm a so softvérom BD FACSDiva™ software v. 6.1.3 (oba BD, Franklin Lakes,
New Jersey, USA).

Namerané data boli vyhodnotené pomocou FlowJovX software (BD, Franklin Lakes,
New Jersey, USA). Z pokrocilej analyzy boli vylicené doublety buniek zobrazenim v FSC-A/
FSC-H. Toto zobrazenie zaroveil umoZznilo vylucit debris, mftve bunky a erytrocyty
(vo vzorke primarnych buniek). Pri analyze primarnych buniek v zavislosti na pouzitej technike
izolécie boli jednotlivé populacie leukocytov ohrani¢ené na dot plote FSC-A/ SSC-A. Stratégia
postupného onhranicovania populdcii buniek je zobrazena na Obrazku 7 (a, b). Stanovenie
hranice pozitivity/ negativity pre dany znak bolo pomocou nastavenia hranice na nefarbenej

kontrolnej vzorke.
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Obrazok 7: Stratégia postupného ohranic¢enia bunkovych populacii na priklade izolatu PBMC z izolacnej metody
2. a) Ohranicenie singletov a sucasné vylucenie debris, mrtvych buniek a erytrocytov na dot plote FSC-A/ FSC-
H. b) Populacia singletov zobrazena na dot plote FSC-A/ SSC-A pre ohranicenie jednotlivych populdacii
leukocytov ( monocytov a lymfocytov).

Spravnost’ ohrani¢enia populéacie bola validovana analyzou Specifickych povrchovych
markerov. Cytometricka analyza sa vzhl'adom na tému prace sustredila predovsetkym na
povrchové markery populacie monocytov/ makrofagov (CD45, CD11b, CD14, CD16, CD68,
CD86, CD163, CD206) a v menSom rozsahu boli analyzované¢ aj markery lymfocytarnej
a granulocytarnej populéacie (CD45, CD3, CD4, CD8, CD19, CD20, CD56). Tato analyza mala
urcit’ kvalitu a normalitu primarneho izolatu a data z nej nebudt prezentované. Monocytarna
populécia bola identifikovana na dot plote FSC-A/ SSC-A (Obrazok 8) a zarovenn musel byt’
pritomny Specificky vzor distriblicie monocytarnych subpopulédcii vzhl'adom na expersiu
markerov CD14 a CD16 (Obrazok 9). Nasledne bola identifikovana populacia analyzovana na
pritomnost’ ostatnych markerov. Hodnotené bolo percentualne zastiipenie pozitivnych buniek

v danej populacii buniek.
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Obrazok 8: Reprezentativny dot plot FSC-A/ SSC-A leukocytarnej populacie s ohranicenim monocytov.
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Obrazok 9: Reprezentativny dot plot koexpresie CD14 a CD16 molekul v monocytdrnej populdcii.

V pripade, Ze sa v cytometrickej analyze primarneho izolatu vyskytli akékol'vek
abnormality, bunky neboli pouzité na d’alSie experimenty.

MO, M1 a M2 makrofagy diferencované z primarnych buniek boli analyzované na
pritomnost’ znakov CD45, CD11b, CD14, CD16, CD68, CD86, CD163 a CD206.

Analyza buniek THP-1 populacie a diferencovanych MDM3 a MDM6 buniek bola
zamerana vyhradne na markery monocytov/ makrofagov (CD45, CD11b, CD14, CD16, CD68,
CD86, CD163, CD206).

Zoznam pouzitych konjugovanych protilatok je zhrnuty v Tabulke 2.
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Protilatka Fluorochrom Zdroj Klon
antiCD3 PE-Cy5 DAKO UCHT!1
antiCD4 PE-Cy5 DAKO MT310
antiCD8 PE-Cy5 DAKO DK25
antiCD11b PE-Cy5 BD ICRF44
antiCD14 FITC DAKO TUK 4
antiCD16 PE-Cy5 BD 3G8
antiCD19 FITC Invitrogen MHCD1901
antiCD20 FITC DAKO B-Lyl
antiCD45 FITC DAKO T29/33
antiCD56 PE DAKO MOC-1
antiCD68 FITC DAKO KP1
antiCD86 FITC DAKO BU63
antiCD163 Brilliant Violet 421™ BioLegend GHV/ 61
antiCD206 APC BioLegend 15-2

Tabulka 2: Zoznam konjugovanych protilatok proti povrchovym CD markerom, ktoré boli pouzité k cytometrickej
analyze vzoriek, ktoré su prezentované v tejto prdci.

4.2.9 Farbenie
4.2.9.1 Histologickeé farbenie

Histologické preparaty boli zhotovené rozterom bunkovej suspenzie alebo krvi na
podlozné mikroskopické sklo a nasledne spracované Pappenheimovou panoptickou metodou,
ktora pozostava z dvoch farbeni: farbenie May-Griinwald a farbenie Giemsa. Toto farbenie
umoziuje analyzu morfolégie a diferencialneho poctu krvnych buniek. May-Griinwald je
zmesou acidického eozinu a alkalickej metylénovej modrej. Giemsa obsahuje acidicky eozin a
alkalicky azur. Metylénova modra farbi acidické komponenty domodra, eozin bazické
komponenty docervena a azur sfarbuje bazické komponenty €erveno a fialovo.

Pred farbenim boli pripravené farbiace roztoky v spravnom riedeni. Zasobny roztok
May-Griinwald (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Nemecko) bol riedeny v objemovom
pomere 1:1 s destilovanou vodou. Roztok Giemsa (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Nemecko) bol riedeny s destilovanou vodou v objemovom pomere 1:15.

Bunky v suspenzii boli centrifugované (300xg, 5 min pri 22 °C) apeleta
resuspendovana v malom objeme PBS aby sa vytvorila hustd suspenzia buniek. V pripade

krvného nateru bola pouzitd nekoagulovand krv a nater bol vykonany hned po odbere. Na
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podlozné mikroskopické sklo 76 x 26 mm (Waldemar Knittel Glasbearbeitungs GmbH,
Braunschweig, Nemecko) bola nanesend malad kvapka vzorky (objem do 10 ul) a pomocou
krycieho skla v tenkej vrstve rozprestrena po celej dizke podlozného skla. Po uplnom zaschnuti
bol rozter fixovany metylalkoholom (Dr. Kulich Pharma, s. r. o., Hradec Kralové, Cesko)(5
minut). Prebytok fixativa bol zliaty a preparat bol farbeny pripravenym roztokom May-
Griinwald (5 minut). Sklicko bolo oplachnuté destilovanou vodou a farbené pripravenym
roztokom Giemsa (20 minut). Skli¢ko bolo oplachnuté obycajnou vodou, zospodu otreté a schlo

vo vertikalnej polohe bez krytia.

4.2.9.2 Fluorescencné farbenie

Imunohistochemickym znacenim vinkulinu a aktinu bola sledovana lokalizacia
fokalnych adhezii a adherentnych spojeni v ramci bunky a formovanie podozomov pri
diferenciacii makrofagu. Detekcia fluorescenéného faloidinu umoZiovala vizualizadciu
filamentarneho aktinu a poskytnit’ obraz o cytoskelete. Vinkulin, ako univerzalny marker
fokalnych kontaktov, umozioval lokalizovat’ tieto adherentné spojenia a formovanie
podozomov.

Makrofagy M1, M2 a MDM3 a MDMG6 boli nasadené v koncentracii 30 000 buniek/
cm? na podlozné sklo so $tyrmi komorami v klasickom kultivaénom médiu pre primarne bunky
alebo bunkovu liniu a inkubované 24 hodin v CO; inkubatore (37 °C, 5% CO;). Médium bolo
odsat¢ a adherované bunky boli oplachnut¢ PBS, fixované v roztoku 4% (V/V)
paraformaldehydu v PBS (15 minat pri izbovej teplote) aznovu oplachnuté PBS.
Permeabilizaci buniek prebiehala v 0,1% Triton™ X-100 (V/V) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) v PBS (20 minut pri izbovej teplote) a nasledne boli bunky dvakrat oplachnuté
PBS. Po permeabilizécii boli inkubované v blokovacej zmesi 0,05 % TWEEN (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, USA)a 1 % FBS (V/V) v PBS (20 mintt pri izbovej teplote), znova dvakrat
premyté PBS. Primarna monoklonalna mysia IgG protilatka antivinkulin (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA) riedend v blokovacej zmesi v objemovom pomere 1:200 bola
inkubovana s bunkami 1 hodinu pri teplote 37 °C. Bunky boli znovu dvakrat premyté PBS.
Sekundéarna protilatka proti mySej IgG konjugovana s fluorochromom Alexa Fluor 568
a faloidin konjugovany s Alexa Fluor 488 (obe Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) boli riedené
v blokovacej v zmesi v objemovom pomere 1:1000 a inkubované s bunkami (45 minut, 37 °C).
Po oplachnuti buniek v PBS bolo pre lepSiu vizualizaciu zafarbené jadro pomocou 4',6-
diamidin-2-fenylindol (DAPI). Roztok DAPI v PBS (1 pg/ ml) bol inkubovany s bunkami 15
minut pri teplote 37 °C. Zafarbeny preparat bol opachnuty PBS, zaliaty do Shandon Immu-

43


https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOYNL9BR88kszi3ewMgIA78eh6VIAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwibuqXE0MLtAhVOM-wKHVUPDMkQmxMoATARegQIFBAD
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOYNL9BR88kszi3ewMgIA78eh6VIAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwibuqXE0MLtAhVOM-wKHVUPDMkQmxMoATARegQIFBAD
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOYNL9BR88kszi3ewMgIA78eh6VIAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwibuqXE0MLtAhVOM-wKHVUPDMkQmxMoATARegQIFBAD
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOYNL9BR88kszi3ewMgIA78eh6VIAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwibuqXE0MLtAhVOM-wKHVUPDMkQmxMoATARegQIFBAD
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOYNL9BR88kszi3ewMgIA78eh6VIAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwibuqXE0MLtAhVOM-wKHVUPDMkQmxMoATARegQIFBAD
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=Carlsbad&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOZwTi3KKkxJTdrAyAgCbbk6WUQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjlhL2ptfLtAhXMCuwKHer0DnMQmxMoATAZegQILBAD

Mount ™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA ) a uskladneny

v chladnicke.

4.2.10 Mikroskopia
Pre analyzu a upravu dat z mikroskopu bol pouzity volne dostupny softvér Imagel
(NIH).

4.2.10.1 Svetelna a fluorescen¢na mikroskopia

Kultiva¢né nadoby a histologické preparaty boli pozorované invertovanym svetelnym
mikroskopom Olympus 1X71 (Olympus, Tokio, Japonsko) vybavenym farebnou kamerou
Olympus DP74 (Olympus, Tokio, Japonsko) a objektivmi UPlanFI 4%, CPlanFI 10x, LPlanFI
20x%, LUCPlanFL 40x aolejovym objektivom UPlanFI 100x (vSetky Olympus, Tokio,
Japonsko). Pre fluorescencne znacené preparaty je mikroskop vybaveny lampou Olympus U-
RFL-T. K ich snimaniu boli pouzité zrkadlové jednotky NUA (Aex=360-370 nm/ Aem= 420-460
nm), NIBA (Aex=470-495 nm/ Aem= 510-550 nm), GFP (Aex= 425 nm/ Aem= 505 nm), WG (Aex=
510-550 nm/ Aem= 570 nm).

Analyza prebiehala na softvére cellSense Standard (Olympus, Tokio, Japonsko).

4.2.10.2 Superrezolué¢na mikroskopia STED

Fluorescencne znaceny preparat makrofagov M1 aM2 bol pripraveny ako je popisané
v 4.2.9.2 a bol analyzovany na doCasne zapozicanom mikroskope Stedycon (Abberior GmbH,
Gottingen, Nemecko), ktory umoziuje rozliSenie priblizne 30 nm. Analyza prebichala
v spolupraci s Mgr. Annou Fucikovou, PhD z Katedry chemickej fyziky a optiky Matematicko-
fyzikalnej fakulty Univerzity Karlove;.

4.2.10.3 Elektronova mikroskopia TEM
Lokalizacia zlatych nanocastic v makrofagoch bola analyzovand transmisnou
elektronovou mikroskopiou.

Makrofagy boli diferencované z THP-1 monocytov pouzitim trojdiiového protokolu bez
faze odpocinku ako je popisané v 4.2.4. Po diferenciacii boli Standardne disociované
anasadené do 6-jamkovej dosticky (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Svajéiarsko) v $tandardnom kultivanom médiu v koncentracii 25 000 buniek / cm?. Kazda

jamka obsahovala na dne tri gulaté krycie sklicka s priemerom 15 mm. Bunky boli takto
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kultivované 24 hodin v CO: inkubatore (37 °C, 5% COz2). Na druhy dent bolo médium
s minimom neadherovanych buniek odstranené a k bunkdm bol pridany roztok zlatych
nanocastic AuPEG NPs (12,2 pg/ ml) a AuPEG-NH2 NPs (13,9 pg/ ml) v standardnom
kultivaénom médiu. Bunky boli stimulované 24 hodin v CO, inkubatore (37 °C, 5% CO>). Ako
kontrolnd vzorka sluzili bunky kultivované v Standardnom kultivaénom médiu bez pridania
nanocastic. Po stimulacii boli krycie sklicka s adherovanymi bunkami fixované v roztoku 2,5%
(V/V) glutaraldehydu v 0,1 M HEPES pufri po dobu 30 minut. Vzorky boli uskladnené v 0,1
M HEPES a prevezené do Servisného laboratoria elektronovej mikroskopie UMG AV CR, kde
prebehla analyza na elektronovom mikroskope Jeol JEM-1400 FLASH transmission electron

microscope.

4.2.11 Cytokinovy profil buniek

Odobraty supernatant po stimulécii primarnych buniek zlatymi a kremikovymi
nanocasticami bol rozmrazeny a pouzity na analyzu cytokinového profilu. K analyze bola
vybratd vzorka supernatantov zjedného experimentu. K analyze boli pouzit¢ dve
semikvantitativne metody. Cytokinovy profil 42 cytokinov bol stanoveny pouzitim komercne;j
supravy Human Cytokine Antibody Array- Membrane (Abcam, Velka Britdnia). Stanovenie
pritomnosti interleukinu 8 (IL-8) a tumornekrotizujaceho faktoru o (TNF-a) prebehlo vyuzitim
komer¢nej supravy LEGENDplex™ Multy- Analyte Flow Assay Kit- Human Inflammation
Panel 1 Mix and Match Subpanel (BioLegend, San Diego, CA, USA). Vysledky oboch analyz
budu vztiahnuté k vysledku analyzy kontrolnej vzorky, ktora nebola stimulovana nanocasticami

ani inym agens, a vyjadrené ako jej percentualna hodnota.

Human Cytokine Antibody Array- Membrane

Pomocou Human Cytokine Antibody Array- Membrane bolo analyzovanych celkom 6
vzoriek supernatantov. ISlo o kontrolu buniek bez stimulacie, pozitivnu kontrolu stimulovana
LPS, a vzorky buniek stimulovanych nanoc¢asticami SICOH17 NP, SiCOH20 NP, SiCNH> NP,
SiC NP a AuPEG-NH; NP. V ramci kazdého vzorku bolo semikvantitativne detekovanych 42
cytokinov.Metdda detekcie cytokinov je zaloZena na principe ELISA s vylepSenou senzitivitou.
KaZzda membrana obsahuje 6 negativnych kontrolnych bodov, 6 pozitivnych kontrolnych bodov
a 42 bodov v duplikéatoch pre naviazanie cytokinov. Rozvrhnutie membréany je zndzornené

na Obrazku 10.
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Obrazok 10: Rozvrhnutie membrany Human Cytokine Antibody Array- Membrane pouzitej k analyze
supernatantov. Simultanne umoznuje detekciu az 42 ludskych cytokinov.

Experiment prebiehal podla ndvodu vyrobcu. Na membranu bola nanesena vzorka
supernatantu v objeme 650 pul abola doriedend do 1 ml vhodnym pufrom. Inkubécia
supernatantu s membranou prebiehala cez noc pri teplote 4 °C. Chemiluminiscentné déta boli
ziskané na pristroji ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA). Data boli vyhodnotené softvérom Image Lab Software (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA). Z kazdého bodu membrany reprezentujiceho konkrétny cytokin bolo vybratych 13
najziarivejSich pixelov. Z denzitometrickych tdajov tychto pixelov bola urena priemerna
hodnota a Standardna odchylka. Tieto data boli ndsledne normalizované vzhl'adom na pozitivnu

aj negativnu kontrolu.

LEGENDplex™ Multi- Analyte Flow Assay Kit

Supravou LEGENDplex™ boli analyzované celkom 4 vzorky supernatantov. I3lo
o kontrolu buniek bez stimulacie, pozitivnu kontrolu stimulovani LPS, a vzorky buniek
stimulovanych nanocasticami AuPEG NP a AuPEG-NH: NP. Tieto vzorky st totozné so
vzorkami analyzovanymi prvou metddou. V ramci kazdého vzorku boli semikvantitativne
detekované dva cytokiny- IL-8 a TNF-a pomocou cytometrickej analyzy. Principom metddy je
rovnako ,,sandwich* ELISA. Suprava obsahuje guli¢ky s definovanou velkost'ou a internou
intenzitou fluorescencie. Konkrétny typ guli¢iek viaze prave jeden cytokin. Guli¢ky obsahuji
vizobné miesta s protildtkami pre konkrétny cytokin. Po inkubécii vzorku (supernatantu) sa
konkrétny cytokin viaze do védzbového miesta definovanej gulicky. Nasledne su pridané

biotinylované detek¢né protilatky, ktoré sa na analyt viaZzu a po pridani komplexu streptavidin-
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fykoerytrin su detekované na cytometri. Podl'a definovanej velkosti a internej fluorescencie
gulicky je mozné urcit’, ktory cytokin je detekovany. Velkostne je mozné gulicky odlisit
zobrazenim SSC-A projekcie a intenzita vnutornej fluorescencie je odlisitelnd v kanali APC-
A. Semikvantitativne bolo mnozstvo konkrétneho analytu viazaného na prislusny typ gulicky
stanovené odc¢itanim signalu v kanali PE-A. Prezentovany je median intenzity fluorescencie
v danom kanéle.

Experiment prebiehal podl'a ndvodu vyrobcu. Bola zvolend varianta pripravy vzorku
v 96-jamkovej dosticke s konickym dnom (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA). Vzorky boli po priprave prenesené do polypropylénovych skimaviek s objemom 5 ml
(Falcon®, Corning Incorporated, Corning, NY, USA) a merané na FACS Canto II HTS
pomocou dvoch laserov: 405 nm, 488 nm a so softvérom BD FACSDiva™ software v. 6.1.3
(oba BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA). Namerané data boli vyhodnotené pomocou
FlowJovX software (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA).

4.3 Statistické metody a techniky

Vsetky data prezentované v tejto praci pochadzaji z minimalne troch nezévisle
zopakovanych experimetov. Konkrétny pocet opakovani bude uvedeny pri prezentovani
vysledkov v kapitole ,,Vysledky*. Data budli prezentované ako reprezentativna vzorka dat
alebo ako jeden celkovy stibor dat po Statistickom vyhodnoteni.

Déta boli Statisticky zanalyzované pouzitim softvéru Statistika (StatSoft, Inc). Metodou
vizualizacie krabicovych grafov boli vylacené extrémne a odl'ahlé hodnoty. Pre overenie
spravnosti vylucenia dat bol pouzity Grubbsov test odlahlych hodndt. Distribucia dat bola
stanovena Shapiro- Wilkovym testom. K urcenie signifikantnosti rozdiel'ov kontrolnej vzorky
a skimanych vzoriek bol pouzity neparametricky Wilcoxonov test. Jednofaktorovd ANOVA
bola pouzita pre porovnanie stitborov dat z jednotlivych vzorkov medzi sebou. Dalsie zavislosti
medzi jednotlivymi dvojicami skupin vzorkov boli analyzované Fisherovym post- hoc testom.
Signifikantnost’ vysledkov bola sledovana na hladine p < 0,05 a niZSej. Hladina signifikantnosti

p < 0,05 bude vo vysledkoch znacena ako ,,**, p < 0,01 ako ,,***“ ap <0,001 ako ,,****.

5 Vysledky
5.1 Vyber protokolu na separaciu buniek z plnej krvi

V prvom rade bolo potrebné zaviest’ vhodni metddu izolécie imunitnych buniek z plnej

krvi. Existuje viacero metdd, ktoré ale prinaSaju odlisné vysledky. Ked’ze moja praca sa
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zameriava predovsSetkym na charakterizaciu populédcie monocytov, bolo potrebné vyizolovat
taka populdciu imunitnych buniek, ktord by obsahovala dostatocné mnoZzstvo monocytov
s ohl'adom na zachovanie ich funk¢énosti. Celkovo boli pouzité Styri metddy izolacie. Metoda 1
umoznovala izolaciu vSetkych leukocytov, metdoda 2 mononukledrnu vrstvu leukocytov
a metdda 3 populaciu mononuklearov s vysokym podielom monocytov. Ako $tvrta metéda bol
pouzity sorting buniek na FACS (z angl. fluorescence-activated cell sorter).

Najvyssi vytazok krvnych buniek poskytla metéda 1 s pouzitim lyzaéného roztoku
cervenych krviniek. Vyslednym izolatom boli vSetky leukocyty- teda lymfocyty, monocyty
a polymorfonukledrne granulocyty. Z vysledného mnozZstva buniek v izolate tvorila populacia
monocytov priblizne 5 % celkovej bunkovej populdcie. Majoritne bola zastipend popilacia
granulocytov. ZloZenie izolatu bolo potvrdené histologickym farbenim bunkového nateru.
Ukazka reprezentativneho dot plotu z cytometrickej analyzy zobrazujica jednotlivé populacie
leukocytov je na Obrazku 11 a).

Mononukledrna vrstva ziskana druhou metédou s vyuzitim Ficoll-Paque obsahovala
dve bunkové populacie- lymfocyty a monocyty. Percentudlne zastipenie monocytov v ramci
celej bunkovej populéacie bolo priemerne 5 %. Analyzou histologického preparatu sa zlozenie
izolatu potvrdilo. Reprezentativny dot plot z analyzy na cytometri s vyznacenymi populaciami
lymfocytov a monocytov je na Obrazku 11 b).

Dalia metoda izolacie imunitnych buniek umoziiovala vyizolovat populaciu
mononukledrnych buniek nabohateni na CD 14+ bunky, teda monocyty. K izolécii bola pouzita
komerc¢na stprava PluriSpin. Ocakédvana Cistota izolatu ma byt podl'a vyrobcu 84 %- 92 %.
Z troch nezavislych experimentov bolo stanovené, Ze redlna Cistota izolatu je priblizne 52 %
(SD= 3,5). Celkovy vytazok imunitnych buniek tejto metddy je pomerne nizky. V porovnani
s metodou izolacie celej mononuklearnej frakcie (metdda 2) ide o tretinové vytazky. Vo
vyslednom izolate CD14+ obohatenej populdcie bolo pomerne vysoké mnozstvo miftvych
buniek, ktoré nebolo mozné odstranit. Reprezentativny dot plot z cytometrickej analyzy
s vyznac¢enou populaciou monocytov je na Obrazku 11 c).

Poslednou metodou- sorting buniek- bolo z populacie mononukledrov mozné ziskat’
najcistejsi izolat tvoreny prevazne monocytmi. MnoZstvo sortovanych buniek ziskanych zo
Standardného vzorku krvi ( cca 15 ml) bolo ale nizke- priblizne 3 % zo vSetkych buniek.
Reprezentativny dot plot z FACS-u s vyznacenou sortovanou populédciou monocytov je na
Obrazku 11 d).

Okrem cytometrickej a histologickej analyzy primarnych izolatov bola tiez skimana

funk¢nost’ vyizolovanych buniek. Podl'a protokolu v kapitole 4.2.4 boli bunky stimulované M-
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CSF. V pripade izolatov z prvych dvoch metdd bola schopnost’ monocytov diferencovat’ sa do
adherentnych makrofagov pouzitim S$tandardného protokolu zachovand. Po stimulécii
vysortovanych buniek (metéda 4) alebo nabohatenej populacie buniek na CD14+ (metoda 3)
bunky morfologicky nevykazovali ziadne zmeny.

Mechanické pocitanie buniek v Burkerovej komorke doplnené farbenim trypanovou
modrou v den izolacie a 24 hodin po izolacii ukézalo, Ze v kultare sa nachadzalo viac ako 99
% zivych buniek. Toto platilo pre izolaty ziskané vSetkymi popisanymi metodami (metdda 1-
4).

Ako najvhodnejSia metoda izolacie imunitnych buniek vzhl'adom na tému tejto prace
bola zvolena metdda izoladcie mononukledrnej vrstvy izopyknickou centrifugaciou (metoda 2).
Tato metdoda umoziiuje vyizolovat’ populdciu imunitnych buniek s dostatocnym zastipenim

monocytarnej populécie, ktora je schopna diferencovat’ do adherentnych makrofagov.
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Obrazok 11: :Reprezentativne dot ploty primarnych izoldtov ziskané prietokovym cytometrom s ohranicenim
leukocytarnych populacii. Vzorky vznikli po izoldacii buniek z plnej krvi a) lyzacnym roztokom erytrocytov (metoda
1), b) Izopyknickou centrifugdaciou v hustotnom gradiente Ficoll-Paque (metoda 2), c) vyuzitim komercnej supravy

PluriSpin(metoda 3). Obrdazok 11 d) ukazuje frakciu PBMC s vyznacenou sortovanou populdciou monocytov
(metoda 4).

5.2 VSeobecna charakterizacia buniek
5.2.1 Bunky bunkovej linie THP-1
Monocytarne bunky
Prolifera¢na aktivita buniek

THP-1 monocyty boli kultivované v kultivacnom médiu RPMI s obsahom 10 % tepelne
inaktivovaného séra alebo 10 % neinaktivovaného séra. Tepelnou inaktivaciou séra sa zrusi
funkcnost’ proteinov komplementu. Vplyv pritomnosti funkéného komplementu na proliferaciu
THP-1 buniek bol skiimany stanovenim doby zdvojenia buniek v podmienkach
s inaktivovanym  a neinaktivovanym  sérom. Monocyty  kultivované s pridavkom
inaktivovaného séra sa zdvojili za 39,7 h (hodnota smerodatnej odchylky je SD= 2,72 h).
Hodnota udava priemer zo Styroch nezdvsislych merani. THP-1 bunky kultivované v sére
s rovnakym objemom neinaktivovaného séra proliferovali o nie¢o pomalsie. Ich doba zdvojenia
bola stanovend na 43,6 h (SD= 7,37 h). Hodnota udédva priemer z piatich nezdvsislych merani.
Vzhl'adom k velkosti Standardnych odchylok oboch merani nebol najdeny vyrazny rozdiel
v proliferacii. Dynamiku rastu buniek v kultivaénych podmienkach s inaktivovanym a

neinaktivovanym sérom znazorfiuje Graf 1.
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Dynamika rastu THP-1 v rozdielnych kultivaénych podmienkach
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Graf 1: Dynamika rastu monocytov v prostredi s inaktivovanym a neinaktivovanym sérom. Dynamika bola
sledovana po dobu 48 hodin.

THP-1 bunky su proliferacne aktivne. Vzhl'adom na hodnotu smerodatnej odchylky
merani ma pritomnost’ aktivneho komplementu v kultivacnom FBS pravdepodobne len maly
vplyv na proliferacnu aktivitu THP-1 buniek. V snahe o najviac sa priblizit podmienkam in
vivo, kde je komplementovy systém funk¢ny, boli d’alej bunky Standardne kultivované

v kultivaénom médiu s obsahom 10 % (V/V) neinaktivovaného FBS.

Morfologia buniek

Bunky THP-1 linie maji morfologické znaky vel'mi podobné monocytom. Jedna sa ale
o leukemicku liniu. Jadro malo véc¢sinou sféricky tvar bez typického zarezu. Jadrovd membrana
bola hladk4, ohrani¢end a bez lalokov. Cytoplazma casto obsahovala malé vacky. Vacky za
normalnych podmienok neboli detekované v jadre. V populacii sa Casto vyskytovali bunky,
ktoré tvarom cytoplazmy a obvodovymi invaginaciami pripominali makrofagy. To dokazovali
vysledky histologického farbenia. Reprezentativne obrazky histologickych preparatov su

zobrazené na Obrazku 12 (a, b).
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a) b)

Obrazok 12 a, b: Fotky histologickych prepardtov suspenznych THP-1 buniek z kultury. Farbenie bunkového
nateru May-Grunwald-Giemsa, pozorované svetelnym mikroskopom pri zvicseni 100 %, s imersnym olejom.
Mierka na obrazku reprezentuje 10 um.

Expresia povrchovych markerov CD

Expresny profil povrchovych CD molekul (z angl. cluster of diferentiation) bol odlisny
od primarnych monocytov a v ¢ase bol nestabilny. Mieru expresie jednotlivych znakov
typickych pre monocyty/ makrofagy ukazuje Graf 2. Jedinym z pozorovanych znakov
s pomerne stabilnou mierou expresie pocas jednotlivych merani bol monocytarny marker

CD14. Takmer 100 % buniek ho exprimuje.

Expresia povrchovych CD znakov monocytarnej bunkovej linie THP-1
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Graf 2: Povrchovad expresia markerovych CD molekul monocytov/ makrofagov. Vysledky zobrazuju percento

pozitivnych buniek na sledovany znak. Data pochdadzaju z troch nezavislych merani.
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Typicky vzor cytometrickych dat koexpresie CD14 a CD16 molekul pre monocyty
nebol pozorovany. Distribucia buniek na zédklade predného (FSC-A) a bo¢ného rozptylu (SSC-
A) a cytometrické zobrazenie koexpresie CD14 a CD16 pre THP-1 bunky st zndzornené na

Obrazku 13 (a, b). Obrazok 13 predstavuje reprezentativnu vzorku.
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Obrazok 13: a) Distribuicia a ohranicenie THP-1 bunkovej populdcie na dot plote FSC-A/ SSC-A. b) Dot plot
znazornujuci koexpresiu CD14 a CD16 molekuly u THP-1 populacie.

Diferencované bunky podobné makrofagom

K ziskaniu adherentnych buniek pripominajuce 'udské makrofagy bol pouzity protokol
s pouzitim diferenciacného agens PMA v koncentracii 10 nM- 1uM. Protokol bol aplikovany
vo variante s obsahom faze odpocinku (MDMG6) aj bez (MDM3). Boli skiimané morfologické
odliSnosti v zavislosti na pouzitej koncentracii diferenciacného agens.

Po pridani PMA (10 nM- 1uM) do kultiry monocytov boli malé morfologické zmeny
pozorovateI'né uz po 20 minatach. Z hladkého povrchu buniek sa vytvarali malé
cytoplazmatické vybezky. THP-1 monocyty v kultire a prvotné morfologické zmeny po

stimulacii monocytov PMA su na Obrazku 14 (a, b).
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Obrazok 14: a) THP-1 bunky v kulture a b) THP-1 po 20 minutach inkubdce v roztoku 100 nM PMA v kultivacnom
médiu. Pozorované mikroskopiou temného pola. Mierka na obrazku reprezentuje 50 um.

Vyrazna zmena morfolégie monocytov bola pozorovana po troch dioch diferenciacie
buniek. Bunky boli adherentné, zmensil sa vel’kostny pomer jadra k cytoplazme a zvysilo sa
mnozstvo vakuol v cytoplazme (viz. Obrazok 12 a, b vs Obrazok 15 a-h). Neboli pozorované
ziadne vyrazné morfologické odlisSnosti medzi bunkami diferenciovanymi v prostredi s r6znou
koncentraciou PMA. Morfolégiu buniek po 3 dnoch diferencidcie v médiu s rdéznou

koncentraciou PMA zobrazuje Obrazok 15 (a- h).

a) [PMAJ=1 uM b) [PMA]=0,5 uM

¢) [PMA]=0,25 uM d) [PMA]=100 nM
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e) PMAJ=75 nM f) [PMA]=50 nM

g) PMA]=25 nM h) [PMA]=10 nM

Obrazok 15 a- h: THP-1 bunky diferencované roztokom s réznou koncentrdaciou PMA po dobu troch dni.
Odpovedajica koncentracia PMA je uvedena nad kazdym obrdazkom. Pozorované mikroskopiou temného pola.
Mierka na obrazkoch reprezentuje 50 um.

Po skonceni faze odpocinku v den 6 boli morfologické zmeny eSte vyraznejSie. Zmensil
sa najmd velkostny pomer jadra k cytoplazme ana bunkach boli pozorované dlhé
cytoplazmatické vybeZzky- pseudopddie. Zvysil sa aj pocet vakuol v cytoplazme buniek. (viz.
Obrazok 12 a, b vs Obrazok 16 a-h). Morfologické zmeny stvisiace s diferenciadciou buniek
(zvicSenie objemu a zvySenie vnutornej granularity) bolo mozné detekovat’ aj cytometrickou
analyzou a distribuciou buniek na dot plote FSC-A/ SSC-A. Reprezentativne dot ploty su
zobrazené na Obrazku 17 (a, b). Bunky diferencované v prostredi s vysSou iniciacnou
koncentraciou PMA vytvarali viac cytoplazmatickych vybezkov a ich morfologicka premena
bola vyraznejSia. Morfologické odliSnosti MDM6 buniek v posledny den diferenciacie v médiu

s rdznou inicia¢nou koncentraciou PMA zobrazuje Obrazok 16 (a- h).
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a) [PMAJ=1 pM b) [PMA]=0,5 uM

¢) [PMA]=0,25 uM d) [PMAJ=100 nM

¢) PMAJ=75 nM f) [PMA]=50 nM

g) [PMA]=25 nM h) [PMA]=10 nM

Obrdzok 16 a- h: Diferencované bunky pripominajice makrofiagy v posledny der diferencidcie s fazou odpocinku.
Pouzitd iniciacna koncentrdcia PMA je uvedend nad kazdym obrazkom. Pozorované mikroskopiou temného pola.
Mierka na obrdzkoch reprezentuje 50 um.
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Obrazok 17: Reprezentativne dot ploty distribucie makrofagov v FSC-A/ SSCA a) v treti den diferencidcie a b)
Siesty den diferenciacie. Diferencidaciou sa zvysuje FSC aj SSC charakteristika bunkovej populacie.

Vysledny protokol pouzivany pre dalSie diferenciace THP-1 buniek bol Sest'dnovy
protokol s fazou odpocinku a iniciacnou koncentraciou PMA 100 nM. Tato koncentracia bola
pouzivana v naSom laboratériu uz v minulosti. Protokol s fdzou odpocinku bol zvoleny
z dovodu vyraznejSich morfologickych zmien a podobnosti takto diferencovanych buniek
s l'udskymi primarnymi makrofagmi. Monocyty diferencované PMA by mali byt modelom
I'udskych MO makrofagov.

V pripade pouzitia diferenciacného protokolu pre primarne monocyty, teda s pouzitim
M-CSF, THP-1 bunky nevykazovali ziadne morfologické zmeny ani po Siestich diioch
inkubécie s M-CSF.

Meranie celkovej metabolickej aktivity buniek diferencovanymi v prostredi s 100 nM
PMA s vyuzitim skrateného protokolu (MDM3) a protokolu s fazou odpocinku (MDM6)
ukézali, ze metabolicky aktivnejSie st MDM3 o priblizne 31 % (SD= 13,67 ). Experiment bol
trikrat zopakovany a vysledna hodnota predstavuje priemernt hodnotu tychto merani. Grafické
znazornenie pomeru medzi metabolickou aktivitou MDM3 a MDM6 poukazuje Graf 3

a zachytava tri experimenty samostatne.
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Metabolicka aktivita MDM3 a MDM6 makrofagov merana MTS testom

1,75
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Relativna metabolicka aktivita

Experiment 1 Experiment 2 Experiment 3

= MDM3 mMDM6

Graf 3: Grafické znazornenie relativnej metabolickej aktivity MDM 3 a MDMG6 buniek meranej MTS testom. Data
su prezentované ako priemernd hodnota vypocitand z 32 hodnét v ramci kazdého experimentu. Chybové usecky

predstavuju smerodatnu odchylku.

Prolifera¢na aktivita buniek

Analyzou doby zdvojenia MDMG6 v Standardnom kultivacnom médiu sa ukazuje, Ze
narozdiel od monocytov, diferencované makrofagy nie su proliferacne aktivne alebo proliferuju
len miniméalne. Na zdklade dat z jednotlivych experimentov zopakovanych trikrat nezavisle na
sebe nebolo mozné kvantifikovat dobu zdvojenia. Dynamika rastu v Standardnych

kultiva¢nych podmienkach je graficky znazornena na Grafe 4.
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Dynamika rastu MDMS6 v Standardnych kultivaénych
podmienkach
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Graf 4: Dynamika rastu buniek podobnych makrofagom diferencovanych z monocytdarnej bunkovej linie THP-1

s pouzitim protokolu s fazou odpocinku a iniciacnou koncentraciou PMA 100 nM. Dynamika bola sledovana po
dobu 48 hodin.

Morfoldgia buniek

Diferencované bunky podobné makrofigom sa odliSovali od THP-1 monocytov
vyrazne. Adherovali ku dnu kultivaénej nadoby, zmenSil sa velkostny pomer jadra
k cytoplazme a naréastol pocet vakuol v cytoplazme buniek. Histologickym farbenim boli

vizualizované invagindcie cytoplazmatickej membrany. Histologické farbenie neukdzalo

zmeny Vv tvare jadra. Reprezentativne obrazky histologickych preparatov st zobrazené na
Obrazku 18 (a, b).

STTNNN [P —

Obrazok 18 a, b: Fotky histologickych prepardatov adherentnych MDM®6. Farbenie bunkového ndteru May-
Grunwald-Giemsa, pozorované svetelnym mikroskopom pri  zvicseni 100 X, s imersnym olejom. Mierka na
obrazkoch reprezentuje 10 um.
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Na snimkach zo svetelného mikroskopu bolo vidiet' formovanie pseudopédii. Jednou
z morfologickych zmien pri diferenciacii monocytov do makrofagov je aj tvorba d’alsSich na
aktin bohatych Struktur- podozomov. Tie sa podarilo detekovat imunohistochemickym
farbenim. U oboch typov makrofagov boli detekované podozémy. Reprezentativny snimok
z fluorescencného mikroskopu MDM3 buniek so znac¢enim F-aktinu a vinkulinu je na Obrazku
19 a). Na Obrazku 19 b) je snimok z konfokalneho mikroskopu Leica TCS SP8 X (Wetzlar,
Nemecko) preparaitu MDM3 makrofagov, ktory bol pripraveny rovnako. Na konfokalnom

mikroskope sa podarilo zachytit’ detailnejSiu Struktiru podozémov. Snimka pochadza od Mgr.

Terezy Bélinovej, PhD z nasho laboratoria.

Obrazok 19: Fotky preparatov adherentnych MDM3 makrofagov s imunohistochemickym farbenim DAPI
(modra), vinkulinu (zelend) a aktinu (Cervend). Obrdzok 19 a) pochddza zo svetelného mikroskopu Olympus IX71
, Obrazok 19 b) z konfokdlneho mikroskopu Leica TCS SP8 X a umoznuje vidiet detailnejsiu Struktiiru podozomov.
Mierka na obrazkoch reprezentuje 10 um.

Expresia povrchovych markerov CD

Expresny profil povrchovych CD molekal MDM3 a MDM6 bol v ¢ase nestabilny
rovnako ako u THP-1 monocytov. Z dat nebolo mozné urcit’ trend zmeny expresie, v zmysle
poklesu alebo narastu, jednotlivych povrchovych molekul. Neexistovala ani korelacia
s expresnym profilom MO makrofagov, ktoré by mala tato diferencovand linia buniek
pripominat’. Rozdiely v troch nezavislych meraniach expresie CD znakov zobrazuje pre MDM3

Graf 5, pre MDM6 bunky Graf 6.
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Graf'5: Povrchova expresia CD molekul makrofagov MDMS3. Vysledky zobrazujui percento pozitivnych buniek na
sledovany znak. Dadta pochddzaji z troch nezavislych merani.

Expresia CD znakov MDM6 buniek
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Graf 6: Povrchova expresia CD molekul makrofagov MDM3. Vysledky zobrazuju percento pozitivnych buniek na
sledovany znak. Ddta pochddzaji z troch nezavislych merani.

Vysledky analyzy cytometrickych dat CD molekal THP-1 monocytov a MDM3
a MDM6 makrofagov jasne nepotvrdili diferencidciu ¢i polarizdciu buniek. THP-1 monocyty

a makrofagy (MDM6 a MDM3) sa medzi sebou v povrchovej expresii CD znakov odlisuji, ale
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z dovodu velkych rozdielov medzi jednotlivymi meraniami nie je mozné urcit’, ze tieto zmeny
suvisia s diferenciaciou buniek.

Zmena distrubucia buniek na zédklade FSC a SSC a grafické zobrazenie koexpresie
CD14 a CD16 pre MDM6 bunky, ktoré st d’alej v studii pouzivané su znadzornené na Obrazku
20 (a, b). Obrazok 20 predstavuje jednu konkrétnu vzorku.

a) b)
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Obrazok 20: a) Distribucia a ohranicenie MDMG6 populdcie na dot plote FSC-A/ SSC-A. b) Dot plot zndzornujici
koexpresiu CD14 a CD16 molekuly u MDMG6 populacie.

Literarne zdroje neposkytuji jasny protokol diferenciacie THP-1 buniek. Ja som pouzila
protokol s fazou odpocinku a s iniciacnou koncentraciou PMA 100 nM. Morfologické zmeny
buniek diferencovanych v prostredi sroéznou inicianou koncentraciou PMA boli
pozorovatel'né az na konci faze odpocinku. Zmeny sa tykali najmé preformovania cytoplazmy
a formovania podozémov (viz. Obrdzok 19). Expresny profil CD znakov nie je mozné
jednoznacne urcit. Expresia bunkovej linie THP-1 pred a pocas diferenciacie nie je stabilna
a trend vyvoja expresie jednotlivych CD znakov pocas diferencidcie nie je mozné stanovit’.
Jasne preukdzanym znakom u linie THP-1 bol CD14. Jeho expresia bola konStantnd, medzi
datami z jednotlivych merani bola len velmi mald odchylka. U MDMG6 buniek bol pomerne
konStantne intenzivne exprimovany znak CD68, CD86 a CD163. Mal4 smerodatnd odchylka
ukazuje na pomerne stabilni mieru expresie tychto znakov. Molekula CD206, marker M2

makrofagov, je s podobnou intenzitou exprimovany na monocytoch aj makrofagoch.
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Cytometricka analyza nepotvrdila jasnt diferencidciu ¢i polarizaciu buniek. Zmeny
nemaju konstantny trend. Ako zobrazuje sumarizujuci Graf 7, vysoké hodnoty smerodatnych
odchylok vo vSetkych meraniach vylucujt, ze by islo o Statisticky vyznamnu zmenu expresie
niektorého z povrchovych markerov. Vysledkom diferenciacnych protokolov s pouzitim PMA
je pravdepodobne zmieSana populacia monocytov/ makrofagov MDM3, v pripade MDM6 je
mozné hovorit’ o populdcii makrofagov réznych subtypov. Miera expresie jednotlivych CD
znakov v populacii THP-1 méze stvisiet’ so stupiiom pre-diferencidcie monocytarnych buniek.
Graf 7 nie je reprezentativnym zobrazenim stuboru dat z troch nezavislych experimentov, ale
sliZi na sumarizujuce zobrazenie expresie CD znakov pred a pocas diferenciacie THP-1

monocytov.

Expresia CD znakov THP- monocytov a buniek podobnych makrofagom
(MDM3 a MDM6)

I i”i““n“

THP 1 monocyty MDM3 MDM6

140
120
100

8

CDx+ %
(e

6

S

4

S

2

(=)

mCDI11b mCD14 =mCDl16 mCD68 mCD86 = CD163 mCD206

Graf 7: Sumarizujuci graf expresie CD molekul THP-1 monocytov a diferencovanych makrofigov MDM3
a MDMG6. Vysledky su priemrom 3 nezavislych merani. Chybovd uisecka uddava smerodatnii odchylku.

Metddou Sea Horse bolo skiimané ¢i existuje rozdiel v metabolizme ATP THP-1
monocytov a diferencovanych makrofagov MDM6. Semikvantitativne bolo stanovené
mnozstvo ATP, ktoré vznikne glykolyzou a mitochodndridlnou oxidativnou fosforylaciou. Na
syntéze bunkovej ATP sa nepodielaju len tieto drahy, ale jedna sa o majoritné miesta produkcie
ATP v l'udskej bunke. Experiment bol trikrat nezavisle zopakovany a ukazuje sa, Ze leukemicka
monocytarna linia THP-1 produkuje priblizne rovnaké frakcie ATP pochadzajtce z glykolyzy
a oxidativnej fosforylacie (glykolyza 50,4 %, SD= 4,33). Tento vysledok nie je v stlade

s literatirou, ktord prezentuje vysledky, zZe THP-1 bunky vyuZivaji preferenc¢ne dréhu
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oxidativnej fosforylacie (Suganuma et al., 2010). Po diferenciécii tychto monocytov a vzniku
adherentnych buniek pripominajice makrofagy (MDM6) sa mierne zvysSila frakcia ATP
produkovana glykolyzou (glykolyza 57,25 %, SD=8). Grafické zndzornenenie frakcii bunkove;j
ATP pochadzajucej z glykolytickej drahy a drahy oxidativnej fosforylacie je na Grafe 8.

Percentuélne zastipenie metabolickych drah v produkcii bunkovej ATP

100
80

60

% produkcie ATP

THP-1 monocyty MDM6
% Glykolyza % Oxidativna fosforylacia

Graf 8: Grafické zndzornenenie frakcii bunkovej ATP pochadzajucej z glykolytickej drahy (Zlta) a drahy
oxidativnej fosforylacie (modra) pre THP-1 monocyty a MDM6 makrofagy. Stredna ciara udava 50 %.

5.2.2  Primarne bunky

V tejto praci som pracovala s primarnymi bunkami mononukledrnej vrstvy. DetailnejSia
analyza morfologickych parametrov je zamerana na populaciu monocytov. Kvalita a normalita
primarneho materidlu vo forme plnej zilnej krvi alebo primarneho izolatu bola stanovena
kontrolnymi meraniami (krvny obraz, krvny diferencial, krvny nater, analyza sér, cytometricka
analyza lymfocytov...), ktoré st popisané v kapitole 4 a ich vysledky nebudl prezentované.
Pocas vsetkych experimentov platilo, Ze v pripade akejkol'vek abnormality vo vysledku

kontrolnych merani nebude dand vzorka d’alej pouzitd v experimentalnej préaci.Toto bolo

dodrzané.
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Prolifera¢na aktivita primarnych buniek

Priméarne mononukledrne bunky ziskané izolacnou metdédou 2 a PBMC s nabohatenim
CD14+ populécie ziskané izolacnou metédou 3 boli pri experimentoch zameranych na
charakterizaciu buniek inkubované v standardnom kultivaénom médiu RPMI s 10 % (V/V)
neinaktivovaného FBS. Experimenty ukazujt, ze bunky d’alej neproliferuji. Na zaklade dat
z jednotlivych experimentov nebolo mozné kvantifikovat’ dobu zdvojenia ani bunkovy rast.

Dynamika rastu PBMC v tychto kultivaénych podmienkach je graficky zndzornena na Grafe
9.
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Graf 9: Dynamika rastu PBMC v médiu s neinaktivovanym FBS. Graf je zhrnutim 4 nezavislych experimentov
kedy sa jednalo o dva vzorky ziskané izolacnou metodou 2 a dva vzorky ziskané izolacnou metodou 3. Dynamika
bola sledovanda po dobu 48 hodin.

Analyza doby zdvojenia primarnych buniek pocas 48 hodin od izolacie naznacuje, Ze
primarne bunky sa uz d’alej nedelia alebo len v minimdlnej miere. To je v stlade s literaturou

(Ampel & Christian, 1997).

Morfolégia primarnych buniek

Morfologia PBMC buniek v kulture bola podobnd s morfolégiou THP-1 monocytov.
PBMC mali rovnaky tvar ako THP-1 bunky, ich velkostny pomer vSak bol asi 1:3 (PBMC:
THP-1). V primarnom izolate sa vyskytovala zmieSand populdcia monocytov a lymfocytov
s prevahou lymfocytov. Jednotlivé populacie od seba nebolo mozné v kultire rozpoznat.

Bunky boli rozpoznatelné po vizualizacii histologickymi farbami. Na rozdiel od THP-1
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monocytov, jadro primarnych monocytov obsahovalo typicky zarez na jednej strane, bunky
neobsahovali ziadne cytoplazmatické vacky a povrch buniek bol hladky. Reprezentativny

obrazok histologického preparatu je na Obrazku 21 (a, b).

a) b)

Obrazok 21: Fotky histologickych prepardtov PBMC buniek po izoldcii z plnej krvi.a) Monocyt s typickym zarezom
na jednej strane jadra. b) Lymfocyt (L) s monocytom (M).Farbenie bunkového nateru May-Grunwald-Giemsa,
pozorované svetelnym mikroskopom pri zvdicseni 100 %, s imersnym olejom. Mierka na obrazku reprezentuje 10

um.

Expresia povrchovych markerov CD

Povrchova expresia CD molekul monocytarnej populacie v ramci PBMC bola stabilna.
Malé rozdiely medzi jendotlivymi meraniami boli pozorované na subore merani viacerych
darcov aj v ramci jednotlivcov. Rozdiely boli mensie ako v pripade bunkovej linie THP-1.
Mieru expresie jednotlivych znakov typickych pre monocyty v den izolacie v celkovom stibore

dat zobrazuje Graf 10.
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Povrchova expresia CD znakov primarnych monocytov
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Graf 10: Expresia CD znakov monocytarnej populdcie vo vzorke PBMC v den izoldcie z plnej krvi. Data su
prezentované ako krabicové grafy- stredna Ciara reprezentuje median, kriZik priemer, plocha krabice vyjadruje
interkvartilné rozpdtie. Chybové usecky ukazuju rozptyl. Ddta siui prezentované ako percento pozitivnej
monocytarnej populdcie. Data sumarizuju vysledky z 11 nezavislych merani. Pre znaky CD14 a CDI16 islo o 22

nezavislych merani. Bunky pochadzaju od 7 réznych darcov.

Bola preukazana aj intraindividualna variabilita vo vzore expresie monocytarnych CD
znakov. Data vychadzaju z opakovanej analyzy monocytarnej populdcie dvoch zdravych
darcov. Intraindividualna variabilita dvoch darcov (Darca F a Darca M) a variabilita v rdmci

celkového suboru dat je znazornend na Grafe 11.
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Expresia CD znakov primarnych monocytov v deii izolacie
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Graf 11: Sumarizujuci graf expresie CD molekul primarnych monocytov v populdcii PBMC v den izolacie. Graf
zobrazuje vzor expresie CD znakov primarnych monocytov vramci populacie PBMC Darcu F (7 nezavislych
merani), Darcu M (3 nezavislé merania) a celého suboru ziskanych dat od vsetkych darcov (11 nezavislych merani,
data CD14 a CD16 pochaddzaju z 22 nezavislych merani ). Vysledky su priemerom uvedeného poctu nezavislych
merani. Chybovd usecka udava smerodatnii odchylku.

Po izolécii boli bunky kultivované 24 hodin v médiu s autolognym neinaktivovanym
sérom. Z cytometricke analyzy vzoriek v den izolacie a 24 hodin po izolacii bolo zistené, ze
dochadza k zvyseniu expresie CD znakov, ktoré st spojené s diferenciaciou monocytov do
makrofagov. Ide o CD68, CD86, CD163 a CD206. Expresia tychto markerov bola zvySena
vzdy. Zmenu miery expresie povrchovych CD markerov mnocytarnej populacie v den izolacie
a 24 hodin po izolacii buniek zobrazuje Graf 12. Koeficient zmeny expresie CD znakov za 24
hodin nebolo mozné urcit’, nakol’ko rozdiely medzi jednotlivymi meraniami boli velké. Data
su preto prezentované ako sumarizujuci graf s primernymi hodnotami zastipenia pozitivnych

buniek v populacii monocytov a st zobrazené prislusné smerodatné odchylky.
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Expresia CD znakov primarnych monocytov v deni
izolacie a po 24h kultivacii
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Graf 12: Sumarizujuci graf expresie CD molekul primarnych monocytov v populdacii PBMC v den izoldacie
(bledomodra) a 24 hodin po izolacii (tmavomodra). Bunky boli 24 h kultivované v médiu s autolognym sérom.
Vysledky su priemerom 4 nezavislych merani. Chybova usecka udava smerodatni odchylku. Bunky pochadzali od
roznych darcov.

Pri cytometrickej analyze monocytov bol vzdy pozorovany typicky vzor koexpresie
CD14 a CD16 molektl. Dominantnou bola vzdy populacia klasickych monocytov (CD14™"
CD16). Distribucia buniek na zaklade predného a bo¢ného rozptylu a cytometrické zobrazenie
koexpresie CD14 a CD16 pre monocyty su zndzornené na Obrazku 22 (a, b). Data prezentované

na Obrazku 22 predstavuju reprezentativnu vzorku.
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Obrazok 22: a) Distribuicia a ohranicenie monocytarnej populacie na dot plote FSC-A/ SSC-A. b) Dot plot
znazornujuci koexpresiu CD14 a CDI16 molekuly. Populdacia klasickych monocytov sa nachadza v pravom
spodnom kvadrante.

Makrofagy

Stimuldciou primarnych monocytov M-CSF dosSlo k diferenciacii  populécie
adherentnych buniek, ktoré by mali predstavovat’ populaciou MO makrofagov. Dalsia analyza
diferencovanych buniek prebiehala iba na adherentnych bunkach.

Populacia makrofagov po 7 dnoch diferenciacie vykazovala podobné morfologické
zmeny ako v pripade diferenciacie THP-1 monocytov. Doslo k zmenSeniu pomeru jadra
k cytoplazme, zvysila sa vnutrorna granularita buniek a doslo k formovaniu pseudopodii.

V populacii MO makrofagov boli morfologické zmeny spomedzi vsetkych typov makrofagov
najmenej vyrazné, bunky v kulture sa podobali bunkam, ktoré sluzili ako nestimulovana
kontrola a pravdepodobne spontdnne diferencovali (Obrazok 29). Zmeny v distribicii MO
makrofagov v dot plote FSC-A/ SSC-A azmeny v koexpresii molekil CD14 a CD16 su
znazornené graficky dot plotmy z cytometrickej analyzy na Obrazku 23 (a, b). Adherentnost’
buniek a zvySenie vnutornej granularity buniek st viditeI'né na snimkach kultary na Obrazku
26 a). Obrazok 26 b) z histologického preparatu zachytdva zmeny vo velkostnom pomere jadra
k cytoplazme a zmeny tvaru cytoplazmatickej membrany. Zmeny su popisané vzhl'adom na

morfologiu monocytov po izolacii, ktora je zachytena na Obrazku 23 a Obrazku 24.
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Obrazok 23: a) Distribucia a ohranicenie populacie makrofagov M0 na dot plote FSC-A/ SSC-A. b) Dot plot
znazornujuci koexpresiu CD14 a CD16 molekuly u popukacie MO.

M1 makrofagy vznikli polarizdciou MO makrofagov pouZitim LPS. Zmena v distribucii
populécie po cytometrickej analyze na dot plote FSC-A/ SSC-A nebola oproti MO bunkam
vyrazna (Obrazok 23 a vs Obrazok 24), na histologickych preparatoch sa vyskytovali bunky,
ktorych pokles pomeru jadra k cytoplazme bol vyraznejsi nez tomu bolo pri diferenciacii do
MO makrofagov (Obrazok 21 vs obrazok 27 b). M1 bunky v kultire nevykazovali vyrazné
zmeny morfologie oproti MO kultire (Obrazok 26 a vs Obrazok 27 a), oba typy buniek mali

mierne pretiahnuty tvar (tzv. ,,fried egg* morfoldgia).
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Obrazok 24: Distribucia a ohranicenie populdcie makrofigov M1 na dot plote FSC-A/ SSC-A z cytometrickej
analyzy.

V pripade, ze boli MO makrofagy polarizované IL-4, bola ziskand populacia M2
makrofagov. M2 makrofagy vykazovali najvyraznejSie morfologické zmeny spomedzi
skimanych subtypov makrofagov oproti monocytom. Bol pozorovany najvacsi posun v ramci
SSC-A charakteristiky na cytometrickych datach (Obrazok 25). Pre bunky v kultare bola
charakteristicka pritomnost’ dlhych pseudopodii, celkovo mali bunky vyrazne pretiahnuty tvar
(Obrazok 28 a), histologické preparaty ukdzali vyrazné zmenSenie pomeru jadra k cytoplazme

a zvlnenie plazmatickej membrany (Obrazok 28 b).
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Obrazok 25: Distribucia a ohranicenie populdcie makrofiagov M2 na dot plote FSC-A/ SSC-A z cytometrickej
analyzy.
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Obrazok 26: a) Adherentné makrofagy MO v kulture v posledny den diferenciacie. Bunky obsahuju vakuoly
a u Casti buniek doslo k formovaniu pseudopodii. Pozorované mikroskopiou temného pola. Mierka na obrazku
reprezentuje 50 um.
b) Snimka z histologického preparatu MO makrofagov po diferenciacii. M0 makrofag s mierne zvinenou
plazmatickou membranou, velkostny pomer jadra k cytoplazme je mierne znizeny. Farbenie bunkového ndateru
May-Grunwald-Giemsa, pozorované svetelnmy mikroskopom pri zvicseni 100 X, s imersnym olejom. Mierka na
obrazku reprezentuje 10 um.

Obrazok 27: a) Adherentné makrofagy M1 v kultire po polarizacii MO buniek LPS (1 pug/ ml, 2 hodiny). Bunky
obsahuju vakuoly, maju pretiahnuty tvar a vytvorené pseudopodie. Pozorované mikroskopiou temného pola.
Mierka na obrazku reprezentuje 50 um.
b) Snimka z histologického prepardtu M1 makrofagov po polarizdacii. M1 makrofag s mierne zvinenou
plazmatickou membranou, velkostny pomer jadra k cytoplazme je znizeny. Farbenie bunkového ndteru May-
Grunwald-Giemsa, pozorované svetelnmy mikroskopom pri  zvdcseni 100 X, s imersnym olejom. Mierka na
obrazku reprezentuje 10 um.

a) b)

At B L ¥ " =
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Obrazok 28: a) Adherentné makrofagy M2 v kulture po polarizacii MO buniek IL-4 (10 ng/ ml, 24 hodin). Bunky
obsahuji velké mnozstvo vakuol, maju vyrazne pretiahnuty tvar a vytvorené dlhé pseudopddie. Pozorované
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mikroskopiou temného pola. Mierka na obrazku reprezentuje 50 um.

b) Snimka z histologického preparatu M2 makrofdagov po polarizacii. M2 makrofagy s vyrazne zvinenou
plazmatickou membranou, velkostny pomer jadra k cytoplazme je oproti monocytom znacne znizeny. Farbenie
bunkoveho nateru May-Grunwald-Giemsa, pozorované svetelnmy mikroskopom pri zvdicseni 100 X, s imersnym
olejom. Mierka na obrazku reprezentuje 10 um.

Obrazok 29: Adherentné bunky v kulture, ktoré pravdepodobne spontanne diferencovali z primdrnych monocytov
po 7 dnoch v médiu s autolognym sérom bez pridania diferenciacného agens. Pozorované mikroskopiou temného
pola. Mierka na obrazku reprezentuje 50 um.

Pritomnost’ typickych podozomov po diferenciacii monocytov do makrofagov bola
overena snimkami na STED mikroskope. Rozterové preparaty fixovanych buniek boli
fluorescencne farbené pre detekciu faloidinu a vinkulinu. Vizualizaciou faloidinu bol
lokalizovany F-aktin a vinkulin lokalizoval oblasti adherentnych spojeni. Reprezentativna
snimka makrofagu so znacenim F-aktinu a vinkulinu je na Obrazku 30. Detailna Struktura ako
zachytdva snimok z konfokalneho mikroskopu Obrazok 19 b) nebola vidite'na ani v pripade

pouzitia Stedycon technolégie.
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Obrazok 30: Fotky preparatov adherentnych makrofagov zo STED mikroskopu. Imunohistochemické farbenie
DAPI (modra), vinkulin (zelend) a aktin (Cervend).

Populdcia makrofagov v kulture alebo na histologickych preparatoch nikdy nebola
uniformnd. Vsetky analyzované bunky boli adherentné, ¢o som pri klasifikacii monocytov/
makrofagov povazovala za jeden z hlavnych znakov diferenciaéného procesu. Charakteristiky
popisujuce morfologické znaky jednotlivych subtypov makrofagov vyssie popisuji morfologiu
majoritnej Casti populécie, ktora v danom vzorku bola pozorovana. V sulade s nejednotnostou
morfologie su aj cytometrické data, ktoré naznacuju, ze vyuzitie konkrétneho diferenciacného
protokolu nevedie k vzniku uniformnej populacie MO/ M1, resp. M2 makrofagov, ale
pravdepodobne sa jedna o zmieSanu populéciu makrofagov. Sumarny graf vzoru expresie CD
markerov monocytarnej populdcie apopulacii makrofagov diferencovanych réznymi
protokolmi ako je pisané v kapitole 4.2.4 predstavuje Graf 13. Nebolo mozné urcit’ koeficient
zmeny Vv expresii jednotlivych CD znakov vramci diferenciacné procesu z dovodu velkych
odchylok medzi jednotlivymi meraniami. Graf 13 nie je reprezentativnym zobrazenim
nameranych dat zo Styroch nezavislych experimentov, ale sliZi na sumarizujlice zobrazenie dat

vo forme priemernych hodnét expresie CD znakov populdcie monocytov/ makrofagov.
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Expresia CD znakov primarnych monocytov a makrofagov M0, M1 a M2
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Graf 13: Sumarizujuci graf expresie CD molekul populdcie primarnych monocytov vramci PBMC v den izolacie
z plnej krvi a diferencovanych makrofiagov. Makrofagy boli diferencované podla protokolov do M0, M1, resp. M2
subtypov. Vysledky su priemerom 4 nezavislych merani. Chybova usecka udava smerodatnii odchylku.

5.3.  Experimenty s nanocasticami

Interakcia nanocastic s bunkami po 24 hodinéach stimulacie bola analyzovana na Girovni
celkovej metabolickej aktivity buniek, Zivotnosti buniek a zmien v sekrécii cytokinov. Vo
vybranych pripadoch bola sledovana intracelularna distribucia nanocastic a zmeny morfologie

buniek po dlhodobej stimulacii.

Metabolicka aktivita buniek

Potencidlna cytotoxicita nanocastic bola stanovend analyzou bunkového metabolizmu
MTS metodou, ktora ukazuje aktivitu bunkovych dehydrogenaz. Data su prezentované ako
metabolickd aktivita stimulovanych buniek vztiahnutda k metabolickej aktivite
nestimulovanych buniek, teda kontroly. Pokles celkovej aktivity buniek pod hranicu 75 %
indikovalo cytotoxicky efekt pouzitych agens na bunky. ZvySenie metabolickej aktivity nad
hranicu 100 % (vyssia aktivita ako kontroln4 vzorka) bolo hodnotené ako pozitivna stimulacia

buniek.
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Zivotnost’ buniek

K detailnej$iemu studiu 0¢inku pouzitych agens na bunky bola vyuzitd metoda
analyzujica ich zivotnost- 7AAD/ Hoechst 33342 analyza. Bolo stanovené percentudlne
zastupenie apoptotickych a nekrotickych buniek, respektive buniek v neskorej apoptoze,
z celkovej populécie buniek. Podl'a literatiry je mnozstvo apoptotickych buniek v zmiesnej
kultire primarnych buniek menej ako 10 % (Prieto et al., 2002). Bude sledovana korelacia

medzi vysledkami MTS metddy a metddy 7AAD/ Hoechst 33342.

Produkcia cytokinov

Potencidlny imunomodula¢ny G¢inok jednotlivych druhov nanocastic bol stanoveny
analyzou sekretovanych cytokinov po stimulacii. Cytokinovy profil bol sledovany u dvoch
vzoriek primarnych buniek (PBMC Darcu F, PBMC Darcu M). K analyze vzorku Darcu M boli
pouzité dve metddy, ktorych vysledok bude porovnany.

5.2.3 Experimenty so zlatymi nanocasticami

Zlaté nanocastice boli pouzité na 24-hodinovl stimuldciu buniek linie THP-1 aj
primarnych buniek. V pripade bunkovej linie boli stimulované monocyty a diferencované
makrofagy MDM6. Primarne bunky predstavovali vzorky PBMC od dvoch darcov (Darca F,
Darca M).

Po stimulacii buniek nanocasticami bola analyzovana celkova metabolicka aktivita
buniek. Pri experimentoch s PBMC bola sledovand aj zivotnost’ buniek a bol analyzovany

cytokinovy profil buniek po stimulacii.

Interakcia Au NP s THP-1 monocytmi

Potencionalna cytotoxicita nanocastic AUPEG NP a AuPEG-NH:; NP bola stanovena
MTS metddou. Prvé experimenty mali za tlohu stanovit’ cytotoxicitu, pripadna cytotoxickl
koncentraciu Au NP pre THP-1 bunky. Boli zvolené tri rézne koncentracie nanocastic
v prostredi pre stimulované vzorky a jedno mnozstvo kontrolného roztoku PEG(NH>). Data st
prezentované po vztiahnuti metabolickej aktivity stimulovanej vzorky k vzorke nestimulovanej
a st vyjadrené ako jej percentudlna hodnota.

Vysledkom Styroch nezavislych analyz je, Ze v rozmedzi koncentracii 1 pg/ ml — 12,2
png/ ml AuPEG NP v prostredi sa neprejavuje cytotoxicita pouztého materidlu. Stiipajicou
koncentraciou dochadza k stimulacii bunkového metabolizmu a to signifikantne. Kontrolny

roztok PEG nepdsobi cytotoxicky na bunky pokial je pridany do kultivaéného média v objeme
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10 % z celkového objemu kultivacného média. Vysledky Styroch nezévislych merani st zhrnuté

a prezentovan¢ v Grafe 14.

Metabolicka aktivita THP-1 po 24-hodinovej stimuilacii
AuPEG NP v réznych koncentraciach
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Graf 14: Metabolicka aktivita THP-1 monocytov merana metodou MTS po 24-hodinovej kultivdcii s roztokom
AuPEG NP s réznou konecentraciou a PEG. Zelena ciara udava kontrolu bez stimuldcie, cervena ciara udava
cytotoxicky level. Data su prezentované ako priemerné hodnoty vypocitané zo Styroch nezavislych merani.
Chybova usecka udava smerodatnu odchylku. Signifikantnost’ zmeny voci kontrolnej vzorke bola stanovena na
urovni p<0,01 (**), p<0,001 (**%*).

Rovnaky zéver poskytla analyza AuPEG-NH> NP. Tieto nanocastice neposobia na THP-
1 bunky cytotoxicky, pokial je ich koncentracia v prostredi v rozmedzi 1 pg/ ml — 13,9 pg/ ml.
Kontrolny roztok PEG-NH, stimuluje metabolicku aktivitu buniek dvojndsobne oproti
nestimulovanej kontrole pokial’ je pridany do kultivaéného média v objeme 10 % z celkového
objemu kultiva¢ného média. S koncentraciou nanocastic v prostredi signifikantne rastie aj
metabolickda aktivita THP-1 buniek. Vysledky Styroch nezdvislych merani st zhrnuté

a prezentované v Grafe 15.
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Metabolicka aktivita THP-1 po 24-hodinovej stimuilacii
AuPEG-NH2 NP v roznych koncentréacidch
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Graf 15: Metabolicka aktivita THP-1 monocytov merana metodou MTS po 24-hodinovej kultivacii s roztokom
AuPEG-NH; NP s roznou konecentraciou a PEG-NH>. Zelena ciara udava kontrolu bez stimulacie, cervend ciara
udava cytotoxicky level. Data su prezentované ako priemerné hodnoty vypocitané zo styroch nezavislych merani.
Chybova usecka udava smerodatnu odchylku. Signifikantnost’ zmeny voci kontrolnej vzorke bola stanovena na
urovni p<0,05 (*), p<0,01 (*¥*), p<0,001 (***).

Z prezentovanych dat vyplyva, Ze terminacia PEG retazca tiolovou skupinou, nema na
bunkovy metabolizmus vyrazny vplyv. V pripade samotnych roztokov PEG-ov, mé pritomnost’

tiolovej skupiny stimulacny efekt na THP-1 monocyty.

Dlhodoba kultivacia (7 dni) THP-1 monocytov so zlatymi nanocasticami mala odhalit’
diferenciacny potencial nanocastic. Morfologia stimulovanych buniek v deni 7 bola porovnana
s morfologiou nestimulovanej kontroly a tiez s fotografiami buniek po Standardnej diferencidcii
pomocou PMA. Ten vyvolava morfologické zmeny uz po par minuatach stimulacie a po 6 ditoch
je pozorovana vyrazna zmena bunkovej morfologie.

V pripade dlhodobej kultivacie buniek s AuNP neboli pozorované vyrazné rozdiely
medzi stimulovanymi vzorkami a nestimulovanou kontrolou a neboli detekované podobnosti
so zmenami buniek pocas diferenciacie s pouzitim PMA. Morfoldgia buniek v kulture bola
u vSetkych buniek rovnaka, bunky nezmenili tvar ani neadherovali ku dnu kultiva¢nej nadoby.
Nanocastice tvorili vel'ké, tmavofialové zhluky. Histologické preparaty takisto neodhalili
vyrazné rozdiely medzi vzorkami. Na niektorych preparatoch vzoriek stimulovanymi
nanoCasticami bolo detekované zvySené mnoZstvo cytoplazmatickych vakuol oproti
nestimulovanej kontrole. Toto je vidiet’ napriklad na obrazku 33 a. Reprezentativne fotografie
histologickych preparatov nestimulovanych (Obrazok 31 a, b) a stimulovanych vzoriek

(Obrazok 32 a, b a Obrazok 33 a, b) po dlhodobej kultivacii st prezentované nizsie.
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a) b)

Obrazok 31 a, b: Fotografie histologickych preparatov THP-1 monocytov po 7 diioch v kulture bez vymeny média.
Vzorka slizila ako nestimulovana kontrola. Farbenie bunkového nateru May-Grunwald-Giemsa, pozorované
svetelnym mikroskopom pri zvdcseni 100 X, s imersnym olejom. Mierka na obrazku reprezentuje 10 um.

a) b)
Obrazok 32 a, b: Fotografie histologickych prepardtov THP-1 monocytov po dlhodobej kultivacii s AuPEG NP
(12,2 ug/ ml). Morfologia buniek je podobnd morfologii nestimulovanej kontrolnej vzorky. Farbenie bunkového

nateru May-Grunwald-Giemsa, pozorované svetelnym mikroskopom pri zvdcseni 100 %, s imersnym olejom.
Mierka na obrdzku reprezentuje 10 um.

a)

Obrazok 313 a, b: Fotografie histologickych prepardtov THP-1 monocytov po dlhodobej kultivacii s AuPEG-NH2
NP (13,9 ug/ ml). Na Obrazku 22 a) je vidiet velké mnozstvo cytoplazmatickych vakuol, ktoré sa nefarbia.
Farbenie bunkového ndteru May-Grunwald-Giemsa, pozorované svetelnym mikroskopom pri zvicseni 100 X,
s imersnym olejom. Mierka na obrdzku reprezentuje 10 um.
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Interakcia Au NP s makrofagmi MDM3 a MDM6

Cytotoxicita nanocastic bola analyzovana aj na diferencovanych makrofagoch MDM6.
AuPEG NP v rozmedzi pouzitych koncentracii 1 pg/ ml — 12,2 ng/ ml signifikantne nemenili
bunkovy metabolizmus a rozdiel oproti nestimulovanej kontrolnej vzorke bol len vel'mi maly.
Roztok PEG, ktory tvoril 10 % vysledného kultivaéného objemu posobil na bunky cytotoxicky.
Tento ucinok sa preukazal ako signifikantny. Zmeny v bunkovom metabolizme MDM®6 buniek

po inkubacii s AUPEG NP a PEG st zobrazené na Grafe 16.

Metabolickd aktivita MDM6 po 24-hodinovej stimuilacii
AuPEG NP v roznych koncentraciach
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Graf 16: Metabolicka aktivita MDMG6 makrofagov merana metodou MTS po 24-hodinovej kultivdcii s roztokom
AuPEG NP s roznou koncentraciou a PEG. Zelena ciara udava kontrolu bez stimuldcie, cervend ciara udava
cytotoxicky level. Data su prezentované ako priemerné hodnoty vypocitané z piatich nezavislych merani. Chybovad
useCka uddava smerodatnu odchylku. Signifikantnost zmeny voci kontrolnej vzorke bola stanovena na urovni

p<0,05 (%)

Velké zmeny v metabolizme voci kontrolnej vzorke neboli zistené ani pri inkubacii
makrofagov s AUPEG NH> NP. Pri najvyssej koncentracii nanocastic bol metabolizmus buniek
mierne zniZzeny, tdto zmena sa oproti kontrolnej vzorke prejavila ako signifikantna, nedoslo
vSak k preukédzaniu cytotoxicity v ziadnej zo stimulovanych vzoriek. Prislusny roztok PEG-
NH: posobil na bunky cytotoxicky. Tento pokles metabolickej aktivity buniek oproti kontrolnej
vzorke sa ukazal ako signifikantny. Metabolickt aktivitu MDM6 buniek inkubovanych 24
hodin s AUPEG-NH: NPs zobrazuje Graf 17. Sumarne data vychadzaju z piatich nezévisle

zopakovanych merani.
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Metabolicka aktivita MDM6 po 24-hodinovej stimuilacii
AuPEG-NH2 NP v réznych koncentraciach
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Graf 17: Metabolicka aktivita MDM6 makrofagov merana metodou MTS po 24-hodinovej kultivacii s roztokom
PEG-NH, a AuPEG-NH; NP sréznou konecentraciou. Zelena ciara udadva kontrolu, cervend ciara udava
cytotoxicky level. Data su prezentované ako priemerné hodnoty vypocitané z piatich nezavislych merani. Chybova
useCka uddava smerodatnu odchylku. Signifikantnost zmeny voci kontrolnej vzorke bola stanovend na urovni
Pp<0,05 (*), p<0,001 (***).

Distribucia nanocastic v makrofagoch MDM3

Interagovat’ mézu nanocastice s bunkami aj bez toho, aby do vnutra bunky aktivne ¢i
pasivne vstupovali. Data z metabolickej analyzy potvrdzuju, Ze bunky na pritomnost’
nanocCastic v prostredi reaguji. Metabolické zmeny ale moézu suvisiet s pritomnostou
nanocastice vo vnutri bunky. T4 bola skiimana elektronovou mikroskopiou a data potvrdzuju,
ze oba typy nanocastic su po 24-hodinovej inkubacii s bunkami lokalizované intracelularne, vo
vackoch v cytoplazme. Pravdepodobne ide o fagozomy. Nanocastice vytvaraju vzdy klastry,
v pripade AuPEG NP boli klastry najvicsie. Vacky s nanocasticami sa nachadzali vzdy iba
v cytoplazme bunky a nikdy nie v jadre. V pripade AuPEG-NH> NP boli vacky rozptylené vo
velkej Casti cytoplazmy, v pripade AuPEG NP bola ich distribticia uzsia a malé mnozstvo
vackov s nanocasticami bolo detekované aj v okoli jadrovej membrany. Kontrolnd vzorka
MDM3 makrofagov, ktord nebola opdsobend nanocasticami a neobsahuje Zziadne stopy
internalizovanych cudzorodych ¢astic je na Obrazku 34 (a, b). Stimulované MDM3 AuPEG NP
(Obrazok 35 a, b) a AUPEG-NH; NP (Obréazok 36 a, b) s detailom intracelularnych vackov

obsahujucich klastry nanocastic su zobrazené nizsie.
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Obrazok 34 a, b: Snimky MDM3 preparatov snimané transmisnym elektronovym mikroskopom. Jednd sa
o nestimulovanu kontrolnu vzorku. MDM3 obsahovali cytoplazmatické vacky bez pritomnosti elektrodensného
materidlu-detail je vidiet na obrazku b. Mierka na Obrdzku 34a) reprezentuje 5 um, na Obrazku 34b) 1 um.

a) b)

Obrazok 35 a, b: Fotografie MDM3 buniek z TEM. Bunky boli kultivované 24 hodin s AuPEG NP (12,2 ug/ ml) .
Bunky obsahovali velké zhluky nanocastic v cytoplazmatickych vackoch, pravdepodobne fagozomoch. Obrazok 35
b) predstavuje detailny zaber vackov so zhlukmi nanocastic z obrazku a. Mierka na Obrazku 35a) reprezentuje 5
um, na Obrazku 35b) 500 nm.
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Obrazok 36 a, b: Fotografie MDM3 buniek z TEM. Bunky boli kultivované 24 hodin s AuPEG-NH; NP (13,9 ug/
ml) . V cytoplazme boli pritomné zhluky nanocastic vo vackoch. Vacky sa nachadzali vo velkom objeme cytoplazmy
bunka. Zhluky boli mensie ako v pripade vzorky AuPEG NP. Obrdzok 36 b) predstavuje detailny zaber vackov
z obrazku a. Mierka na Obrazku 36a) reprezentuje 5 um, na Obrazku 36b) 2 um.

Zlaté nanocastice v podobe AuPEG NP a modifikovanych AuPEG-NH> NP nepodsobia
na monocyty THP-1 linie cytotoxicky v rozmedzi skimanych koncentracii. Ich zvySujucou sa
koncentraciou v prostredi narastd aj metabolizmus buniek. V pripade vydiferencovanych
makrofagov MDM6 boli zmeny metabolizmu oproti nestimulovanej kontrolnej vzorke len
vel'mi malé anepreukédzali sa ako signifikantné. V pripade kontrolnych roztokov PEG
a PEGNH,, ktoré tvorili 10 % objemu celkového kultivatného objemu bol pozorovany
stimulacny u¢inok na monocyty. Na maktofagy posobili oba roztoky cytotoxicky.

To, Ze bunky reaguju na pritomnost’ nanocastic v prostredi a interaguju s nimi bolo
dokazané snimkami MDM3 makrofagov z elektronového mikroskopu, ktoré dokazuju, ze
nanocastice su po 24-hodinovej inkubacii viditeI'né vo vnutri bunky a v podobe klastrov st

lokalizované v cytoplazmatickych vackoch, pravdepodobne fagozémoch.

Interakcia Au NP s primarnymi bunkami PBMC
Interakcia nanocastic s imunitnymi bunkami bola analyzovana aj na primarnych
bunkach. ISlo o PBMC dvoch zdravych darcov (Darca F a Darca M) ako je popisané v kapitole

4. Okrem rozdielov medzi primarnymi bunkami a bunkami linie boli sledované aj rozdiely
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medzi dvoma jedincami, pripadné intraindividualne rozdiely. Na zaklade analyzy metabolicke;j
odpovede buniek THP-1 bola zvolend jedna koncentracia nanocastic, ktorou budat PBMC

stimulované. V oboch pripadoch nanocastic sa jednalo o najvyssie analyzované koncentracie.

Analyza metabolickej aktivity buniek od Darcu F po 24-hodinovej kultivacii s AuPEG
NP a AuPEG-NH; NP (a prislusnych roztokov PEG-ov) ukazala, Ze oba typy Castic maji na
bunky stimulacny G¢inok a ich metabolickd aktivita v porovnani s nestimulovanou kontrolou
vzrastla. Tieto zmeny su signifikantné. Bunky stimulované LPS stimuluja bunkovy
metabolizmus priblizne rovnako ako AuPEG-NH; NP a 10 % obsah dH>O v kultivatnom
médiu nema vplyv na bunkovy metabolizmus. Data z troch nezavislych merani st zhrnuté na

Grafe 18.

Metabolicka aktivita PBMC Darcu F po 24-hodinovej stimulacii Au NP a LPS
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Graf 18: Metabolicka aktivita PBMC Darcu F po 24-hodinovej kultivacii s AuPEG NP a AuPEG-NH, NP,
roztokmi prisiusnych PEG-ov, LPS a dH>O. Zelend c¢iara udava kontrolu bez stimuldcie, cervend ciara uddva
cytotoxicky level. Data su prezentované ako priemerné hodnoty vypocitané zo styroch nezavislych merani.
Chybova usecka udava smerodatnu odchylku. Signifikantnost zmeny voci kontrolnej vzorke bola stanovena na
urovni p<0,01 (**), p<0,001 (*¥**).

V oboch typoch vzorkov nanocastic a prisluSnych PEG-ov nedochadza k vyraznej
zmene populdcie buniek, ktord je v neskorej apoptéze alebo je nekrotickd v porovnani
s kontrolnou vzorkou. 24-hodinova stimulacia teda neovplyviiuje Zivotnost’ buniek v kultire
a Zivotnost' je zrovnatelna s bunkami nestimulovanej kontrolnej vzorky. Data z troch
nezavislych experimentoch, ktoré boli merané metédou 7AAD/ Hoechst 33342 st prezentované

na Grafe 19.
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Zivotnost PBMC Darcu F po 24-hodinovej stimulacii Au NP a LPS
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Graf 19: Podiel apoptotickych (zobrazené Sedou) a nekrotickych buniek, resp. buniek v neskorej apoptoze
(zobrazené ciernou) v kultiire PBMC buniek od Darcu F 24 hodin po stimulacii s AuPEG NP, AuPEG-NH, NP,
roztokmi prislusnych PEG-ov, LPS a dH;O. Data su prezentované ako priemerné hodnoty percentudlneho
zastupenia sledovanych populacii v ramci celej populacie PBMC a su vypocitané zo Styroch nezavislych merani.
Chybova usecka udava smerodatnu odchylku.

Celkovy podiel nekroticky a apoptotickych buniek v kultare sa vplyvom nanocastic
signifikantne nemeni. Tieto data zobrazuje Graf 20. Data zanalyzy vzorky od Darcu F
potvrdzuju, zZe podiel apoptotickych buniek v zmieSanej kultare primarnych buniek je okolo 5
%.
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Celkovy podiel nekrotickych a apoptotickych PBMC Darcu F po 24-hodinovej
stimulécii Au NP a LPS
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Graf 20: Celkovy podiel apoptotickych a nekrotickych buniek v kultire PBMC buniek od Darcu F 24 hodin po
stimulacii s AuPEG NP, AuPEG-NH; NP, roztokmi prislusnych PEG-ov, LPS a dH,O. Data su prezentované ako
priemerné hodnoty percentudlneho zastupenia sledovanych populdacii v ramci celej populacie PBMC a su
vypocitané zo Styroch nezavislych merani.

Analyza bunkovych supernatantov slazila k ureniu zmien v sekrécii cytokinov
stimulovanych buniek oproti nestimulovanej kontrolnej vzorke. Supernatanty boli analyzované
supravou LEGENDplex™ ako je popisané v kapitole 4.2.11. Data ukazuji, Ze bunky
stimulované LPS (50 pg/ ml) produkuja niekol’konasobne zvysené mnozstvo TNF-a. Bunky
stimulované AuPEG NP a AuPEG-NH> NP neprodukuji zvySené¢ mnozstvo IL-8 alebo TNF-a
v odpovedi na vystavenie tymto nanocCasticiam v porovnani s nestimulovanou kontrolou.
Zmeny v sekrécii dvoch cielovych cytokinov po stimulacii buniek LPS alebo zlatymi

nanocasticami zobrazuje Graf 21.
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Hladina TNF a a IL-8 v supernatante PBMC Darcu F po 24-hodinovej stimulacii Au NP a LPS
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Graf 21: Zmeny v produkcii prozapalovych cytokinov TNF-a a IL-8 buniek PBMC od Darcu F po stimulacii LPS,
AuPEG NP a AuPEG-NH; NP. Cytokiny boli detekované v bunkovom supernatante. Data su prezentované po
vztiahnuti miery cytokinovej produkcie stimulovanej vzorky k vzorke nestimulovanej a su vyjadrené ako jej
percentudlna hodnota. Ddta pochddzajii z jedného merania supravou LEGENDplex™.

Analyza metabolickej aktivity po vystaveni nanocasticiam a LPS v pripade PBMC od
Darcu M ukazuju podobné vysledky ako v pripade Darcu F. AuPEG NP, AuPEG-NH2 NP aj
LPS stimuluji bunkovy metabolizmus. V pripade oboch typov nanocastic ide o signifikantné
zmeny. Miera stimulacie LPS u Darcu M koreluje s mierou stimulacie AuPEG NP. Pritomnost’
10 % (V/V) dH20 v kultivaénom médiu nema signifikantny vplyv na metabolicku aktivitu
PBMC. Zmeny metabolickej aktivity PBMC buniek od Darcu M po 24-hodinovej stimulécii
zhrituje Graf 22.
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Metabolicka aktivita PBMC Darcu M po 24-hodinovej Au NP a LPS
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Graf 22: Metabolicka aktivita PBMC Darcu M po 24-hodinovej kultivacii s AuPEG NP a AuPEG-NH2 NP,
roztokmi prislusnych PEG-ov, LPS a dH>O. Zelend c¢iara udava kontrolu bez stimuldcie, cervend ciara udava
cytotoxicky level. Data sui prezentované ako priemerné hodnoty vypocitané z troch nezavislych merani. Chybova
useCka uddava smerodatnu odchylku. Signifikantnost zmeny voci kontrolnej vzorke bola stanovend na urovni
p<0,01 (**), p<0,001 (***).

Na vzorke buniek od Darcu M nie su v pripade buniek stimulovanych nanocasticami
detekované vyrazné zmeny v zastipeni nekrotickych a apoptotickych buniek v porovnani
s kontrolnou vzorkou. Ako v pripade darcu F, aj tu sa potvrdilo, ze pouZité nanocastice nemaju
po 24-hodinovej stimulécii buniek vplyv na ich Zivotnost’ a zivotnost’ stimulovanych buniek je
zrovnatelna so zivotnost'ou nestimulovanych buniek. Percentualne zastupenie apoptotickych,

nekrotickych a buniek v neskorej apoptdze vo vzorke od Darcu M je na Grafe 23.
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Zivotnost PBMC Darcu M po 24-hodinovej stimulacii Au NP a LPS
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Graf 23: Podiel apoptotickych (zobrazené Sedou) a nekrotickych buniek, resp. buniek v neskorej apoptoze
(zobrazené ciernou) v kulture PBMC buniek od Darcu M 24 hodin po stimulacii s AuPEG NP, AuPEG-NH, NP,
roztokmi prislusnych PEG-ov, LPS a dH;O. Data su prezentované ako priemerné hodnoty percentudlneho
zastupenia sledovanych populacii v ramci celej populacie PBMC a su vypocitané z troch nezavislych merani.
Chybova usecka udava smerodatnu odchylku.

Vysledky z analyzy celkového poctu nekrotickych a apoptotickych buniek v kultare
PBMC Darcu M po stimulacii ukazuju totozny trend ako tomu je v pripade vzorky od Darcu F.
Zmeny su minimalne a tak sa aj tu preukazalo, Ze pouzité stimulacné agens nemaju vplyv na
celkové zastiipenie apoptotickych a nekrotickych buniek v populdcii PBMC. Tieto data zhrituje
Graf 24.
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Celkovy podiel nekrotickych a apoptotickych PBMC Darcu M po 24-hodinovej
stimulécii Au NP a LPS
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Graf 24: Celkovy podiel apoptotickych a nekrotickych buniek v kultire PBMC buniek od Darcu M 24 hodin po
stimulacii s AUPEG NP, AuPEG-NH, NP, roztokmi prislusnych PEG-ov, LPS a dH»O. Data st prezentované ako
priemerné hodnoty percentudlneho zastipenia sledovanych populacii v ramci celej populacie PBMC a st

vypocitané z troch nezavislych merani.

U Darcu M sa rovnako ako u Darcu F potvrdilo niekol'’kondsobné zvysenie produkcie
TNF-a pri stimulacii buniek LPS (50 pg/ml) v porovnani s kontrolnou nestimulovanou
vzorkou. Vzorka supernatantov bola analyzvanad sipravou LEGENDplex™ Vzorky
stimulované AuPEG-NH> NP vykazuju zvySenie produkcie TNF-o aj IL-8
v porovnani kontrolou. Toto v pripade darcu F nebolo pozorované. Zmeny v sekrécii dvoch

cielovych cytokinov po stimulécii buniek LPS alebo zlatymi nanoc¢asticami zobrazuje Graf 25.
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Hladina IL-8 v supernatante PBMC Darcu M po 24-hodinovej stimulacii Au NP a LPS analyzovana dvomi metdédami
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Graf 25: Zmeny v produkcii prozapalaovych cytokinov TNF-a a IL-8 buniek PBMC od Darcu M po stimuldcii
LPS, AuPEG NP a AuPEG-NH; NP. Cytokiny boli detekované v bunkovom supernatante. Data su prezentované
po vztiahnuti miery cytokinovej produkcie stimulovanej vzorky k vzorke nestimulovanej a su vyjadrené ako jej
percentudlna hodnota. Ddta pochddzaji z jedného merania supravou LEGENDplex™.

Analyza sekretovanych cytokinov prebehla pre porovnanie aj druhou metédou- Human
Cytokine Antibody Array- Membrane — znacena ako Array . Boli porovnané vysledky z prvej
vyuzite] metody LEGENDplexTM Multi- Analyte Flow Assay Kit- Human Inflammation Panel
1 Mix and Match Subpanel- znacena ako Beads. Analyzovana vzorka pochadzala od Donora
M. Dvoma metdodami bola semikvantitativne stanovena pritomnost’ dvoch prozapalovych
cytokinov- TNFa a IL-8 v supernatantoch buniek stimulovanych LPS a AuPEG-NH»> NP.

Oboma metdédami bolo semikvantitativne ur¢ené, ze mnozstvo TNFa v supernatante
vzorky stimulovanej LPS je vysSie v porovnani so vzorkou stimulovanou AuPEG-NH; NP.

Vysledky tejto analyzy TNFa zobrazuje Graf 26.
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Hladina TNF-a v supernatante PBMC Darcu M po 24-hodinovej stimuldcii Au NP a LPS analyzovana dvomi metédami
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Graf 26: Grafické znazornenie vysledkov analyzy pritomnosti TNF-a v supernatante buniek PBMC z jedného
merania. Bunky boli po dobu 24 hodin stimulované LPS (50 ug/ ml) alebo AuPEG-NH> NP (13,9 ug/ ml). Data su
prezentované po vztiahnuti miery cytokinovej produkcie stimulovanej vzorky k vzorke nestimulovanej a su
vyjadrené ako jej percentudlna hodnota. Hladina cytokinu bola stanovena semikvantitativne dvomi metodami

oznacenymi ako ,,Beads* a ,,Arrays .

Analyza pritomnosti IL-8 dvomi metodami zaroven nepreukazala jasny vysledok ani

v jednej z analyzovanych vzoriek.. Vysledky metddy st znazornené na Grafe 27.

Hladina IL-8 v supernatante PBMC Darcu M po 24-hodinovej stimulacii Au NP a LPS analyzovana dvomi metdédami
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Graf 27: Grafické zndzornenie vysledkov analyzy pritomnosti IL-8 v supernatante buniek PBMC z jedného
merania. Bunky boli po dobu 24 hodin stimulované LPS (50 ug/ ml) alebo AuPEG-NH, NP (13,9 ug/ ml). Data su
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prezentované po vztiahnuti miery cytokinovej produkcie stimulovanej vzorky k vzorke nestimulovanej a su
vyjadrené ako jej percentudlna hodnota. Hladina cytokinu bola stanovena semikvantitativne dvomi metodami
oznacenymi ako ,,Beads* a ,,Arrays “.

Konzistencia nameranych dat bola v pripade oboch vzoriek primarnych buniek vel'mi
dobra. Statisticka analyza len velmi malo dat vyhodnotila ako odlahlé. Na vzorkoch PBMC
rozneho povodu analyza ukazuje, Ze pouzité nanocastice aj LPS v konkrétnych koncentraciach
stimuluji metabolicku aktivitu buniek po 24 hodinach kultivacie. Au NP ani LPS nemaja vplyv
na celkové zastapenie nekrotickych a apoptotickych buniek v populacii. Bolo preukdzané, ze
kultivacia PBMC v médiu s obsahom 10 % (V/V) dH2O nema ziadny vplyv na metabolicku
aktivitu buniek, preto mézeme akykol'vek stimulacny ucinok dH»,O vo vodnom roztoku
nanocastic vylucit. Bolo tieZ potvrdené, ze stimulaciou buniek LPS ( 50 pg/ ml) dochadza

k niekol’konéasobne vyssej sekrécii TNF-a v porovnani s nestimulovanou kontrolnou vzorkou.

5.2.4 Experimenty s kremikovymi nanocCasticami

V naSom laboratériu bola v minulosti prevedend Stadia, ktora analyzovala interakciu
kremikovych nanocastic a THP-1 monocytov. V tejto praci som pouzila rovnaké nanocastice
a stimulovala som nimi primarne bunky PBMC od dvoch darcov. Vysledky oboch §tadii buda
porovnané. Bola sledovand metabolickd aktivita, zivotnost buniek a sekrécia cytokinov po

stimulacii buniek nanocasticami.

Celkova metabolicka aktivita PBMC buniek od Darca F bola zvySena po 24-hodinovej
stimulacii SICOH17 NP, SiCOH20 NP, SiCNH> NP aj LPS. SiC NP posobia na bunky
cytotoxicky a znizuji ich metabolicka aktivitu priblizne na 60 %. VSetky zmeny boli
vyhodnotené ako signifikantné. Pritomnost’ 10 % (V/V) dH20 v kultivaénom médiu nema
vplyv na metabolickt aktivitu PBMC. Metabolicka aktivita PBMC buniek od Darca F po 24-

hodinovej stimulacii je zndzornena na Grafe 28.
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Metabolicka aktivita PBMC Darcu F po 24-hodinovej stimulacii Si NP a
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Graf 28: Metabolicka aktivita PBMC Darcu F po 24-hodinovej kultivacii s SiCOH NPs, SiC NP, SiCNH,> NP, LPS
a dH,0. Zelena ciara udava kontrolu bez stimuldcie, cervend ciara udava cytotoxicky level. Data su prezentované
ako priemerné hodnoty vypocitané z troch nezavislych merani. Chybova usecka uddava smerodatni odchylku.
Signifikantnost zmeny voci kontrolnej vzorke bola stanovend na vurovni p<0,01 (**), p<0,001 (***).

Percentualne zastipenie apoptotickych a nekrotickych buniek a buniek v neskorej
apoptoze nebolo pritomnostou nanocastic ovplyvnené. Mierne zvySenie bolo pozorované vo
vzorke stimulovanej SiC NP. Zastupenie apoptotickych buniek v kultire koreluje s literatarou.

Toto zastipenie znazornuje Graf 29

Zivotnost PBMC Darcu F po 24-hodinovej stimulacii Si NP a LPS
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Graf 29: Podiel apoptotickych (zobrazené Sedou) a nekrotickych buniek, resp. buniek v neskorej apoptoze
(zobrazené ciernou) v kulture PBMC buniek od Darcu F 24 hodin po stimulacii s SiICOH NPs, SiC NP, SiCNH,
NP, LPS a dH,O. Data su prezentované ako priemerné hodnoty percentudlneho zastupenia sledovanych populacii
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v ramci celej populacie PBMC a su vypocitané z troch nezavislych merani. Chybova usecka udava smerodatnu
odchylku.

Okrem zvySeného mnozstva apoptotickych buniek, bolo vo vzorke oposobenej SiC NP
zvySené¢ mnozstvo nekrotickyh buniek avkoneénom dosledku celkové zastupenie
apoptotickych a nekrotickych buniek v ramci PBMC. Toto zvySenie ale nie je abnormalne
vzhl'adom na bazdlnu hodnotu apoptézy a nekroézy v bunkovych kultirach. Vo vzorke
stimulovanej SiC nP nedochadza k indukcii masivnej apoptozy alebo nekrdzy po 24-hodinove;j
stimulacii. Ostatné kremikové nanocastice alebo LPS pravdepodobne na zastipenie tychto
subpopulécii nemaji vplyv. Celkovy podiel apoptotickych a nekrotickych buniek graficky
zobrazuje Graf 30.

Celkovy podiel nekrotickych a apoptotickych PBMC Darcu F po 24-hodinovej
stimulécii Si NP a LPS
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Graf 30: Celkovy podiel apoptotickych a nekrotickych buniek v kulture PBMC buniek od Darcu F 24 hodin po
stimuldcii s SiCOH NPs, SiC NP, SiCNH, NP, LPS a dH;O. Ddta su prezentované ako priemerné hodnoty
percentudlneho zastupenia sledovanych populdcii v ramci celej populacie PBMC a su vypocitané z troch
nezavislych merani.

Analyza metabolickej aktivity PBMC z druhého darca koreluje s vysledkami analyzy
buniek od darcu F. Rovnako je pozorovany cytotoxicky efekt SiC NP na PBMC po 24-
hodinovej kultivacii. Ostatné kremikové nanocastice a LPS bunkovy metabolizmus stimuluja.

Znézornenie analyzy metabolickej aktivity buniek je na Grafe 31.
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Metabolicka aktivita PBMC Donora M po 24-hodinovej stimulacii Si NP a LPS
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Graf 31: Metabolicka aktivita PBMC Darcu M po 24-hodinovej kultivacii s SiCOH NPs, SiC NP, SiCNH; NP,
LPS a dH,O. Zelend ciara udava kontrolu bez stimuldcie, cervend ciara udava cytotoxicky level. Data su
prezentované ako priemerné hodnoty vypocitané z troch nezavislych merani. Chybova usecka udava smerodatnu
odchylku. Signifikantnost zmeny voci kontrolnej vzorke bola stanovend na urovni p<0,001 (***).

Analyza zZivotnosti buniek vo vzorku vyuzitim metédy 7AAD/ Hoechst 33342 ukazala
mierne odliSnosti od prvej vzorky od Darcu F. Analyza metabolickej aktivity vykazovala medzi
oboma vzorkami korelaciu. Zivotnost buniek po 24-hodinovej stimulacii kremikovymi

nanocasticami je znazornena na Grafe 32.

Zivotnost PBMC Darcu M po 24-hodinovej stimulacii Si NP a LPS
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Graf 32: Podiel apoptotickych (zobrazené Sedou) a nekrotickych buniek, resp. buniek v neskorej apoptoze
(zobrazené ciernou) v kulture PBMC buniek od Darcu M 24 hodin po stimulacii s SiCOH NPs, SiC NP, SiCNH,
NP, LPS a dH>O. Data su prezentované ako priemerné hodnoty percentudlneho zastupenia sledovanych populdacii
v ramci celej populdcie PBMC a su vypocitané z troch nezavislych merani. Chybova usecka udava smerodatnu
odchylku.
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Koneé¢ny graf (Graf 33), ktory reprezentuje celkovy podiel ukazuje, ze ani jedny
z nanocastic nemaju zasadny vplyv na celkové zstiipenie nekrotickych a apoptotickych buniek
v ramci PBMC buniek od darcu M. Vo vzorke PBMC od Darcu M nedoslo k miernym zmenam
ani v pripade stimulécie buniek SiC NP. V pripade Darcu F sa d4 predpokladat’ vplyv agens na

zivotnost’, ale az v pripade kultivacie dlhsej ako je 24 hodin.

Celkovy podiel nekrotickych a apoptotickych PBMC Darcu M po 24-hodinovej
stimulécii Si NP a LPS
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Graf 33: Celkovy podiel apoptotickych a nekrotickych buniek v kultiire PBMC buniek od Darcu M 24 hodin po
stimulacii s SiICOH NPs, SiC NP, SiCNH, NP, LPS a dH>O. Dadta siui prezentované ako priemerné hodnoty
percentudlneho zastupenia sledovanych populacii v ramci celej populicie PBMC a su vypocitané z troch
nezavislych merani.

Analyza Siestich vzorkov supernatantov supravou Human Cytokine Antibody Array-
Membrane, ktoré boli uskladnené po stimulacii PBMC od Darcu M ukazala vyrazné zvySenie
expresie piatich cytokinov po stimulacii. Denzitometrické data su prezentované po vztiahnuti
intenzity signalu analytu stimulovanej vzorky k vzorke nestimulovanej a st vyjadrené ako jej
percentudlna hodnota. V pripade stimuldcie buniek SiC NP nebolo v analyzovanom
supernatante detekované vyrazné zvysenie mnozstva ani jedného z analyzovanych cytokinov
vzhl'adom na nestimulovant kontrolu.

Schéma usporiadanie membrany je na Obrazku 10 v kapitole 4.2.11. Denzitometrické
data ziskané skenovanim na ChemiDoc zo vSetkych vzoriek st na Obrazku 37. Obrazok 37
obsahuje aj zvyraznené body, ktorych intenzita bola vyssia ako intenzita pozitivnej kontroly

prisluSnej membrany. Z dovodu o najpresnejSich vysledkoch sme sa rozhodli, ze buda
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prezentované len data, u ktorych je mozna jednoznacna analyza. Analyzou dat z tychto
zvyraznenych miest je mozné s uréitostou stanovit, ak je analyt v analyzovanej vzorke
pritomny vo zvySenom mnozstve. V pripade bodov s nizSou intenzitou interpretacia dat nie je
jednoznacna a k potvrdeniu urcitého zaveru by bola potrebné kontrolnd metdéda. Vyhodnotené

data prezentujuce mieru sekrécie 5 cytokinov zo stimulovanych vzoriek st na Grafe 34.

Obrdazok 37: Snimka denzitometrickych dat Siestich membran pouzitej supravy Human Cytokine Antibody Array-
Membrane po analyze vzorky. Suprava bola pouzitd na detekciu 42 cytokinov zo vzorky bunkového supernatantu
PBMC buniek po 24- hodinovej stimulacii cudzorodym agens. Konkrétne agens siu uvedené nad kazZdou
membrdnou. Cervené ohranicenia znacia body s najvyssou intenzitou signdlu. Popisky nas ohraniceniami
oznacuju detekovany cytokin v danom mieste membrany. Denzitometrické ddta boli ziskané snimanim na pristroji
ChemiDoc.
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ZvySena hladina sekretovanych cytokinov v supernatante PBMC po stimulacii
nanocasticamia LPS
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Graf 34: Zmeny v produkcii cytokinov buniek PBMC od Darcu M po stimulacii LPS (50 ug/ml), SiCNH> NP (100
ug/ ml), SiCOHI17 NP(100 ug/ ml) a AuPEG-NH> NP (13,9 ug/ ml). Cytokiny boli detekované v bunkovom
supernatante. Ddta su prezentované po vztiahnuti miery cytokinovej produkcie stimulovanej vzorky k vzorke
nestimulovanej a su vyjadrené ako jej percentudlna hodnota. Data pochadzaji z jedného merania supravou
Human Cytokine Antibody Array- Membrane.

Analyza supernatantov  PBMC Darcu M po stimuldcii zlatymi a kremikovymi
nanoCasticami a LPS ukdazala, Ze bunky reaguju na nanocastice zmenou sekrécie niektorych
cytokinov. Vo vzorke bolo abundantnych pét’ cytokinov- GM-CSF, IL-1p, IL-6, IL-10 a TNF-
a. Profil sekrécie piatich vybranych cytokinov bol u vzoriek stimulovanych LPS a SICNH, NP
podobny. SiICNH> NP zvysSovali sekréciu cytokinov, ktorych zvySena sekrécia je typicka pre
stimulaciu LPS, dokonca vyraznejsie nez samotné LPS.

Pritomnost’ TNF-a v supernatante nestimulovanej kontrolnej vzorky alebo zvysenie
sekrécie TNF-a po stimulacii PBMC buniek LPS nebolo metédou Human Cytokine Antibody
Array- Membrane jednoznacne potvrdené. Z dovodu nejednoznacnosti vysledkov tejto analyzy
bude v budicnosti analyzovana uskladnena vzorka séra od Darcu M odobratd v deni odberu
spolu s pouzitymi bunkami.

Analyzou rovnakej vzorky pomocou LEGENDplexTM Multi- Analyte Flow Assay Kit-
Human Inflammation Panel 1 Mix and Match Subpanel toto potvrdené bolo (viz. Graf 26,
Obrazok 38). Data z cytometrickej analyzy potvrdzujlice pritomnost TNF-a v supernatante
kontrolnej nestimulovanej vzorky a zvySenie mnoZstva TNF-a v supernatante pozitivnej
stimulovanej kontroly st prezentované na Obrazku 38. Uskladnené vzorka séra Darcu M bude
rovnako analyzovand metdédou LEGENDplexTM Multi- Analyte Flow Assay Kit- Human

Inflammation Panel 1 Mix and Match Subpanel pre stanovenie hladiny TNF-a v sére.
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Obrazok 3832: Cytometrické data vo forme histogramu z analyzy PBMC supernatantov. PBMC pochadzali od
Darcu M a boli stimulované 24 hodin LPS (50 ug/ ml) alebo bez stimulacie kultivované v médiu s autolognym
sérom (10 % V/V). Histogram zobrazuje relativne mnozstvo TNF-a v prislusnom supernatante nestimulovanej
kontrolnej vzorky (Seda) a vzorky stimulovanej LPS (Cervend). Relativhe mnozstvo TNF-o. bolo sledované v kandle
PE-A. Vzorky boli analyzované metodou LEGENDplexTM Multi- Analyte Flow Assay Kit- Human Inflammation
Panel 1 Mix and Match Subpanel.
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6 Diskusia

Cielom predlozenej diplomovej prace bolo popisat interakciu ultramalych zlatych
a kremikovych nanocastic na l'udské imunitné bunky. Popis interakcie sa zameriava na
fenotypové zmeny buniek po ich vystaveni nanocasticiam. V naSom laboratoriu uz bol
analyzovany vplyv ultramalych kremikovych nanocastic na imunitné bunky monocytarnej
bunkovej linie THP-1 (Bé€linova et al., 2020), ale doposial’ sme nevedeli ni¢ o spravani tychto
buniek po stimulécii ultramalymi zlatymi nanoc€asticami ani o spravani primarnych imunitnych
buniek po styku so spominanymi typmi ultramalych nanocastic. Aby sme porozumeli reakcii
buniek na vystavenie nanocasticiam, vel'ka Cast’ prace je venovana charakterizacii imunitnych
buniek- primarnych buniek a buniek bunkovej linie THP-1. To umoZznuje spravne popisat’
zmeny buniek po stimulécii nanocasticami. Praca s primarnymi imunitnymi bunkami bola pre
naSe laboratérium novou oblastou avyzadovala si zavedenie novych metdd (izolacia
primarnych buniek a charakterizacia buniek metddou prietokovej cytometrie)s ich naslednou
optimalizaciou. V druhej casti prace sa nachadzaju vysledky experimentov s pouzitim
nanocastic, ktoré opisuju ich vplyv na zZivotnost, morfologiu a proliferaciu buniek. Tiez bol
sledovany potencialny imunomodula¢ny u€inok a cytotoxicita nanocastic. V pripade pokusov
s primarnymi bunkami bol doraz kladeny na priblizenie sa podmienkam in vivo so zachovanim
konceptu personalizovanej proteinovej korony- bunky darcu boli kultivované v médiu

s obsahom autologneho séra.

6.1 Vyber vhodnej metddy izoldcie buniek

Prvym krokom v studii bolo otestovat’ dostupné metddy izolacie imunitnych buniek z plne;j
krvi. Hladany bol najvhodnejs$i protokol pre izolaciu primarnych monocytov z l'udskej
perifernej krvi pre ucely testovania vplyvu ultramalych nanocastic. Boli testované celkom 4
izola¢né metddy, ktorych vysledné izolaty sa liSili. Kazdy z testovanych protokolov mal urcité
vyhody a nevyhody.

V metdde 1 boli po zlyzovani erytrocytov izolované vSetky leukocyty. Bunky boli funkéné,
odpovedali na pouzité stimula¢né agens a profil expresie povrchovy CD znakov bol normalny.
Vyhodou bol aj vysledny pocet buniek, ktoré boli vyiizolované. Protokol nebol zvoleny
z dovodu vysokého zastipenia granulocytov (majoritne neutrofilov) vo vyslednom izoléte.
Neutrofily vykazuji vysok schopnost’ fagocytézy cudzorodého materidlu atak by dalej
nebola pravdepodobne mozna dostatocnd analyza odpovedi monocytarnej populdcie na

stimulaciu nanodasticami.
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Izolat v pripade metddy 2 predstavovala mononuklearna vrstva. Zastupenie monocytov
vramci PBMC izolatu po pouziti tejto metddy izolacie bolo v stlade s publikovanou literatirou
(Chometon et al., 2020). Bunky boli rovnako funkéné, odpovedali na pouzité stimulacné agens
a profil expresie povrchovy CD znakov bol normalny. Vysledné mnozstvo vyiizolovanych
buniek bolo mensie ako v pripade metody 1, ale bolo pre nase ucely dostacujuce.

Metodou 3 bola izolovand mononukledrna vrstva s nabohatenim monocytarnej populacie.
Cistota izolatu bola oproti vyrobcom sFubovanym vysledkom priblizne poloviénd, ale
zastupenie monocytov bolo az 50 % co bolo povaZzované za dostatocné. 1zolované bunky ale
pravdepodobne neboli plne funkéné lebo neodpovedali na stimulacné agens (M- CSF).
Expresny profil buniek bol normalny.

Metoda 4, ktora predstavovala sorting buniek FACS bola najvhodnejSou z hl'adiska Cistoty
izolatu. Vysledné mnozstvo izolovanych buniek by ale nebolo pre dalSie experimenty
dostacujuce a funkcnost’ buniek bola pravdepodobne takisto naruSena.

Pre ucely testovania vplyvu nanocastic na primarne imunitné bunky bola zvolend metdda
2. Izolatnou metédou 2 boli dalej izolované¢ primarne bunky pre vSetky pokusy

s nanocasticami.

6.2 Charakteristika monocytarnej populécie

K charakterizacii buniek bolo vyuzité¢ klasické zhotovenie a farbenie histologickych
preparatov a cytometricka analyza expresie povrchovych CD markerov. Zhotovenie
histologickych preparatov sluzilo ako dopliujuca metoda ku klasickej svetelnej mikroskopii.
Umoznilo pozorovat’ najmid anatomiu jadra a lepSie odhadnut zmeny v pomere jadra k
cytoplazme . Po vytvoreni histologického preparatu nebolo mozné sledovat’ pritomnost’ dlhych
cytoplazmatickych vybezkov, ktoré boli typické pre diferencidciu makrofagov a boli viditeI'né
v kultre buniek. Z hl'adiska zmien v morfolégii pri diferenciacii monocytov do makrofagov
bolo idedlne pouzit' obe metddy. Cytometrickd analyza umoZziovala merat’ zmeny v expresii
CD znakov atiez vnutornej granularite na tisicoch buniek naraz apri tejto Studii bola
nezastupitel'nou najviac vyuzivanou metodou.

Priméarne monocyty a bunky monocytarnej linie THP-1 st svojou morfologiou v kultare
vel'mi podobné. Po bliZ$ej analyze morfologie st viditeI'né najma rozdiely v celkovej vel'kosti
buniek a tvare jadra. Jadro primarnych monocytov méa ucebnicovy rozkovy tvar s typickym
zarezom na jednej strane. Jadro THP-1 monocytov ma gul’aty tvar ¢o méze svedcit’ o nadorove;j

transformacii buniek.
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Expresny profil povrchovych CD znakov primarnych monocytov a monocytov
leukemickej bunkovej linie sa trochu lisi. KonStantny trend expresie bol pozorovany iba
u markerovej molekuly CD 14. Miera expresie ostatnych pozorovanych znakov bola u tychto
dvoch typov buniek odlisna, ale v podstate obe populacie vykazovali vel'mi nizku bazalnu
expresiu CD 16 molekuly. . V pripade bunkovej linie je expresny profil v case velmi
premenlivy, ¢o dokazuji nekonzistentné vysledky v ramci viacerych merani.

Expresny profil povrchovych CD markerov primarnych monocytov potvrdil, ze
cirkulujuce monocyty vykazuju podobné znaky povrchovej expresie CD znakov ako makrofagy
(niekedy sa nazyvaji M1 monocyty a M2 monocyty) (Graf 10, Graf 11). To znamena, Ze CD
molekuly, ktoré st v literatre prezentované ako markery populdcie makrofagov, su
exprimované aj na povrchu cirkulujucich molekul u jedincov, ktori su klasifikovani ako zdravi.
Intenzita ich expresie suvisi s aktudlnym zdravotnym stavom jedinca. Je teda v Case variabilna.
MozZe odrazat prebiehajici patologicky proces (napr. zdpal), ktory sa ale nemanifestuje
systémovo. Literatura uvadza, ze M1 (CD 11b", CD 68") alebo M2 (CD 163, CD 206") fenotyp
cirkulujucich monocytov priamo ukazuje na potencial tychto buniek d’alej sa diferencovat’
v prislusny typ prozapalového alebo protizapalového makrofagu a d’alej tak polarizovat
imunitnu odpoved’(Kreutzenberg & Vigili, 2013). Publikovanych prac, ktoré ale popisuju tato
skutoCnost’, je ale len minimalne mnoZstvo. Expresia makrofagovych markerov na
cirkulujucich bunkach je prezentovana vacsinou len v suvislosti so Specifickou diagnozou. To
ako Student, ktory Cerpa podstatné mnozstvo informacii z publikovanej literatury povazujem za

nedostatok.

Metabolicka a proliferacna aktivita primarnych buniek je oproti bunkovej linii vel'mi
nizka. Tento vysledok zodpoveda publikovanym datam, Ze mononukledrne bunky po izolécii
za normalnych podmienok neproliferuju (Pinto ef al., 2011). Iba ¢ast’ primarnych monocytov
po izolacii je schopna proliferdcie a to len po pridani stimulaénych agens (Moss & Hamilton,
2000). Imortalizované linia THP-1 je vo svojej monocytarnej forme schopnd proliferovat

neobmedzene, ale je vel'mi zavisla na konfluencii buniek v kulttre (data nie su prezentované).

6.3 Charakteristika diferencovanych buniek
Vysledky ukazuja, Ze makrofagy diferencované z primarnych monocytov alebo THP-1

monocytov dalej neproliferujii. To je v stlade s publikovanymi Stadiami, ktoré dokazuja, Ze
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obnovenie proliferaénej aktivity makrofagov nastava len u rezidentnych tkanivovych

makrofagov (Riickerl & Allen, 2014).

Expresny profil CD molekul u diferencovanych makrofagov sa tiez 1isi. U oboch typov
buniek (primarne aj imortalizované) naznacuje pritomnost’ zmiesanej populdcie makrofagov
a bol viditel'ny aj vplyv sposobu diferenciacie u buniek bunkovej linie.

Bunky linie THP-1 boli diferencované pridanim PMA. V literatire sa uvadza, Ze
vysledkom diferencidcie mé byt populacia buniek pripominajiuca l'udské makrofagy typu MO.
Bol teda zo zaciatku sktSany protokol stimuldcie buniek PMA bez néslednej faze odpocinku
(vysledkom st bunky MDM3) a s obsahom faze odpocinku (vysledkom st bunky MDM 6).
Pokial’ usudzujeme, Ze markerom tychto buniek je vyrazne exprimovana molekula CD 68, tak
moje vysledky ukazuji,ze je len ve'mi malé percento takychto buniek v kultare. Zatial’ co
markery charakterizujice M1 makrofagy (CD 11b) a M 2 makrofagy (CD 163, CD 206) su
v oboch testovanych populéciach exprimované hojne (Graf 5 a Graf 6). Vysledkom
diferenciacie je morfologicky, aj na zdklade expresie CD markerov, v obchoch pripadoch
zmieSand populdcia makrofagov. Zo suboru merani vyplyva, ze detekcia CD markerov
u makrofagov MDM6 vykazuje mensSie odchylky medzi meraniami v porovnani s vysledkami
merani makrofagov MDM3 (Graf 7). To dokazuje, ze populdcia MDM6 je viac uniformna,
populécia je tvorena prevazne diferencovanymi makrofdgmi a pritomnost monocytov
(pripadne len ¢iasto¢ne diferencovanych monocytov) je uz len minimalna. Ale aj tak vysledky
ukazuju, ze takto diferencovana populdcia buniek je heterogénna.

Variabilita v celkovom expresnom profile bunieck THP-1 pravdepodobne suvisi s ich
genetickou nestabilitou a tak tato monocytarna linia nie je vhodné k Studiu expresného profilu

CD markerov l'udskych monocytov.

Analyza expresného profilu CD markerov typickych pre monocyty a makrofagy po
diferenciacii s vyuZitim Standardnych protokolov ukézala velku variabilitu. Je patrny rozdiel’ v
miere expresie jednotlivych markerov medzi monocytmi a makrofagmi, ale uz mensie rozdiely
su viditelné v expresii povrchovych markerov u jednotlivych bunkovych populécii
stimulovanych réznymi diferenciaénymi agens (Graf 13). V pripade primarnych buniek bola
detekovand aj intraindividudlna variabilita v expresnom profile monocytov prezentovand na
dvoch zdravych jedincoch (Graf 11) , co mdze mat’ nasledne vplyv na vysledok diferenciacie

tychto buniek.
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Je zaujimavé, ze bunky, ktoré boli pouzité ako nestimulovana kontrola vykazovali po 7
ditoch v kultare rovnaké morfologické znaky ako cielene diferencované bunky. Data
z cytometrickej analyzy, ktoré nie st v praci prezentované, pretoze dana analyza nebola
opakovand, ukazuji, Ze nie je rozdiel v povrchovej expresii CD znakov tychto buniek
v porovnani s cielene diferencovanymi bunkami. Toto vo svojej Studii pozoroval aj Chima-
Ramiréz so svojimi kolegami (Chimal-Ramirez et al., 2016). Tym, ze bunky boli kultivované
v médiu s obsahom autolégneho neinaktivovaného séra, mohlo ddjst’ k ich stimulécii prave
vplyvom séra, ktoré prirodzene obsahuje rozne cytokiny. V pripade primarnych buniek moze
byt’ pozorovand variabilita vysledkom genetickej heterogenity 'udskych monocytov a zaroven
neuplnou stimuldciou buniek.

Napriek tomu, Ze nie s vidiet’ vyrazné rozdiely v povrchovej expresii CD znakov medzi
roznymi populaciami makrofagov diferencovanych z primarnych buniek, mikroskopické
snimky dokazuji, ze v pripade vzorky M2 makrofagov su bunky charakteristicky viac
pretiahnuté nez vo vzorke M1 makrofagov, ktora sa podobnd bezne znamemu ,,egg-shape*

tvaru. V oboch pripadoch vzoriek ale neboli populéacie ani morfologicky tiplne uniformné.

U makrofagov odvodenych z bunkovej linie THP-1 alebo primarnych monocytov boli
detekované pre makrofagy typické podozomy, ktoré sme vizualizovali na konfokalnom
mikroskope (Obrazok 19 b) , pretoze na beznom fluorescencnom mikroskope neboli dobre
viditeIné (Obrazok 19 a). U kolegov z Matematicko- fyzikalnej fakulty UK bola moZznost
vyuzit aj zapozi¢any STED mikroskop, ale bez dlhej optimalizacie sa nam takisto nepodarilo
vizualizovat Struktiru podozomov lepsie ako ako konfokalnym mikroskopom (Obrazok 30).

Primérne bunky a bunky bunkovej linie odpovedaji na rozdielne diferenciacné agens.
Skusala som stimulovat’ bunkovl liniu monocytov cytokinmi beZne pouzivanymi na stimulaciu
primarnych buniek, ale bunky linie na tieto stimuly nereagovali. Skusila som aj stimulaciu
primarnych buniek PMA, ale znova nebola pozorovana ziadna reakcia buniek. Treba brat’ do
uvahy, ze v pripade THP-1 buniek sa jednd o leukemicka liniu, ale napriek tomu je stile
povazovanad za model ludskych monocytov a Casto vyuzivana v Studidch kde primarne
monocyty substituuje. SkutoCnost, Ze sa jednd o zdravé primarne bunky a nadorovo

transormované bunky moZze vplyvat na indukciu ich diferenciacie.
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6.4 Analyza odpovedi buniek na stimuldciu nanocasticami

Vysledky analyzy metabolickej aktivity po 24-hodinovej stimuldcii buniek nanoc¢asticami
ukazali, ze pouzité zlaté nanocastice a prislusné roztoky PEG-ov maju na primarne bunky aj
THP-1 monocyty mierne stimulacny vplyv, ¢o by mohlo byt vysvetlené javom zvanym
hormesis, ktory bol pozorovany aj inymi vyskumnikmi v oblasti nanocastic (Kawata et al.,
2009). Tento jav popisuje, ze malé mnozstvo cytotoxickych agens méze posobit’ na bunky
stimula¢ne. Nanocastice pravdepodobne stimuluji v monocytoch metabolické deje, ktoré
v dlh§om casovom horizonte vyvolavaji bunkové zmeny. V pripade kremikovych nanocastic
bolo popisané¢ , Ze pri dlhodobej kultivacii THP-1buniek s nanocasticami cast’ buniek
diferencuje do adherentnych buniek podobnych makrofadgom alebo dendritickym bunkam, ked’
pri kratkodobej stimulécii (24 hodin) bola ich metabolicka aktivita zvySena (Bélinova et al.,
2020).

V pripade makrofagov bol vplyv zlatych nanocastic na bunkovy metabolizmus minimalny,
ale kontrolné roztoky PEG-ov poOsobili na makrofagy cytotoxicky. Nedetekované zmeny
v metabolizme makrofagov by mohli naznacovat’, Ze sa nano€astice do buniek vobec nedostali.
Preto bola pouzitad transmisna elektronova mikroskopia , pomocou ktorej sme oba typy zlatych
nanocastic v bunkéch detekovali. AUPEG NP boli detekované vo vackoch v bunke v pomerne
velkych zhlukoch, zatial¢o AuPEG-NH> NP tvorili menSie zhluky a boli lokalizované vo
viacerych intracelularnych vackoch. Toto dokazuje, Ze r6zna terminacia PEG retazca, ktory je
kovalentne pripojeny na zlatych nanocasticiach ma vplyv na distribticiu v bunke, ale v kratkom
c¢asovom horizonte (24 hodin) zatial nema pouzitymi metdodami taky vplyv na bunkovy
metabolizmus aby bolo mozné ho detekovat’.

Zlaté nanocastice rovnako stimulovali bunkovy metabolizmus primarnych buniek a sucasne
nevykazovali ziadny vplyv na bazalnu mieru apoptdzy a nekrozy v sledovanom ¢asovom useku
ani u jedného z testovanych darcov buniek.

Sucasne sa analyzou prietokovym cytometrom preukédzalo, Ze bunky stimulované AuPEG-
NH: NP sekretuji do média prozapalovy cytokin TNF-a , ktory bol detekovany u kontrolnej
vzorky buniek stimulovanych LPS, ale v pripade stimuldcie nanoc¢asticami nebola jeho sekrécia
oproti nestimulovanej kontrolnej vzorke tak silna. Bola stanovena tieZ sekrécia cytokinu IL-8,
ktora bola po stimulécii buniek zlatymi nanoc¢asticami aj LPS veI'mi nizka. Pre overenie tychto
vysledkov boli rovnaké bunkové supernatanty pouzité pre detekciu cytokinov aj druhou
metddou, ktord umoziovala v jednej vzorke simultdnne detekovat’ 42 cytokinov. Obe metody

potvrdili, Ze TNF-a je je sekretovany bunkami po stimuldcii AuPEG-NHz NP aj LPS, ale jeho
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sekrécia je vyrazne vysSSia po stimuldcii LPS. Pri stanoveni sekrécie IL-8 sa vysledky
jednotlivych metdd nezhodovali, ale vzhl'adom k tomu, Ze toto meranie nebolo opakované,
modze sa jednat o chybu danu jednym opakovanim. Pre dalSie ucely bude tato analyza

zopakovana.

Kremikové nanocastice takisto posobia na primdrne bunky mierne stimulacne, iba
nemodifikované SiC NP posobia na bunky cytotoxicky, ¢o uz bolo ukazané na Stadii
s monocytarnou bunkovou liniou THP-1 z nasho laboratéria (Bélinova ef al., 2020).

Nebol preukdzany efekt nanocastic na zivotnost’ primarnych buniek v sledovanom ¢ase, tzn.
nebola detekovand vyraznd zmena v bazalnej miere apoptdzy alebo nekrozy .

NajmenS$ie zmeny v profile sekretovanych cytokinov oproti kontrolnej nestimulovanej
vzorke boli pozorované po stimulécii primarnych buniek SiC NP (Obrazok 37).

V pripade prozapalovej kontroly (bunky stimulované LPS 50 pg/ ml) bol potvrdeny
vysledok z viacerych §tudii, ktoré popisuji stimulaciu mononukledrov LPS. Po stimulacii
PBMC in vitro bunky sekretovali zvySené mnozstvo IL-1f, IL-6, IL-10, GM-CSF a TNF-a.

Tiez bolo potvrdené, ze PBMC v kultare, bez stimulacie, produkuju IL-183, IL-6, IL-10
a TNF-a. (Cavaillon et al., 1990; De Groote et al., 1992; Jansky et al., 2003). ZvySené
mnozstvo niektorych prozapalovych cytokinov bolo sekretované po stimuldcii vSetkych
nanocCastic s vynimkou SiC NP. Pre overenie, Ze sa nejednalo o cytokiny pochadzajuce
z kultivacného autologneho séra bude v buducnosti prevedend analyza séra z prisluSného
odberu.

Vsetky pouzité nanocastice s vynimkou SiC NP indukovali v PBMC Donora M po 24-
hodinovej stimulacii vyraznu sekréciu minimalne jedného prozapalového cytokinu v porovnani
so sekréciou cytokinov nestimulovanej kontrolnej vzorky PBMC. Najvyraznejsi efekt
v stimulécii sekrécie cytokinov bol pozorovany po stimulécii SICNH> NP. V pripade pouzitia
tychto nanocastic ako potencidlnych nosiCov lieciv bude potrebnd podrobnejSia analyza
sekrécie cytokinov, ktord stanovi koncentraciu sledovanych cytokinov v prostredi buniek po
Specifickej stimulacii nanocasticami, pretoze metddy pouZité v tejto praci nedovoluju
kvantitativne stanovit’ pritomnost’ cytokinov vo vzorke.

SiC NP neindukuju v bunkdch PBMC po 24-hodinovej stimulacii tvorbu zvySeného
mnozstva niektorych zanalyzovanych cytokinov oproti nestimulovanej kontrolnej vzorke

PBMC. Pri pouzitej koncentrécii vSak v sledovanom case posobili na bunky cytotoxicky o
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mdze byt vyuzité v pripade, pokial by sme chceli pomocou tychto nanocastic eliminovat’
populaciu mononuklearov, pretoze v porovnavajucej stadii kdeboli stimulované osteoblasty

rovnakymi nanocasticami sa SiC NP ukézali ako selektivna zbran (Bélinova ef al., 2020) .
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7 Zaver

Bol zavedeny protokol na izoldciu imunitnych buniek zplnej zilnej krvi. Izolat

predstavoval mononuklearnu vrstvu so zastipenim monocytov priblizne 5 %.

Bol zavedeny protokol na diferenciaciu monocytov do makrofagov M0 vyuzitim M-CSF.
MO makrofagy boli d’alej polarizované do M1 subtypu pouzitim LPS a do M2 subtypu pouzitim
IL-4. Vysledkom diferenciacie a polarizacie bola vzdy zmieSana populdcia makrofagov.
ZmieSany fenotyp populacii bol potvrdeny morfologickou analyzou aj analyzou expresie
povrchovych CD znakov.

V pripade THP-1 bunkovej linie bolo zistené, Ze vhodny protokol na diferenciaciu obsahuje
trojdiiova stimulaciu buniek PMA a nésledne trojdnova fazu odpocinku. Tymto postupom je

mozné ziskat’ zmieSant populaciu adherentnych makrofagov.

Vysledky analyzy metabolickej aktivity ukézali, Ze pouzité zlaté nanocastice maju na
primarne bunky aj THP-1 monocyty vel'mi podobny u¢inok, mierne ich stimuluja.

V pripade makrofagov bol vplyv zlatych nanocastic na bunkovy metabolizmus minimalny,
ale napriek tomu boli nanocastice pomocou elektronovej mikroskopie detekované vo vnutri
buniek.

Testované kremikové nanocastice takisto posobia na primarne bunky mierne stimulacne,
okrem SiC NP, ktoré podsobia na bunky cytotoxicky uz po 24hodinach.

Nebol preukdzany efekt nanocastic na zivotnost’ primarnych buniek v sledovanom case.
Analyza sekretovanych cytokinov ukazala, ze SICNH> NP poOsobia na bunky podobne ako
stimulacia lipopolysacharidom. NajmenSie zmeny v profile sekretovanych cytokinov oproti

kontrolnej nestimulovanej vzorke boli pozorované po stimulécii primarnych buniek SiC NP.
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