Toto PDF absahuje kapitolu z knihy:

Zdenék Fiala, Drahomira Holmannova (ed.):

Uhlikové nanomaterialy. Biomedicinské aplikace a toxicita,
Praha: Karolinum 2025,
https://doi.org/10.14712/9788024659848.

9. Imunotoxicita
(Tereza Svadlakovs, Ctirad Andrys)

© Univerz[ta Karlova, 2025
© Tereza Svadlakova, Ctirad Andrys, 2025

This work is licensed under a Creative Commons Attribution

4.0 International License (CC BY 4.0), which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the original
author and source are credited.

https://doi.org/10.14712/9788024659848.9



9 IMUNOTOXICITA

Rostouci produkce a aplika¢ni potencial uhlikovych nanomateriald (CNM) jde ruku v ruce
s narustem rizika jejich ptimého kontaktu s clovékem. Z toho diivodu predstavuji CNM casté
téma toxikologickych studii, v nichz byva frekventovanym nalezem zvySena produkce pro-
zanétlivych cytokini.! Je tedy zfejmé, Ze v mozném toxickém plisobeni CNM ma esencialni
ulohu imunitni systém. Tato vysoce organizovana, striktné regulovana sit’ specializovanych
bunék a molekul predstavuje nasi obrannou bariéru proti cizim mikroorganismiim a ¢asticim.
Imunitni dohled, ktery zahrnuje rozpoznani a eliminaci vlastnich infikovanych, poskozenych
nebo jinak abnormalnich struktur a bunék, je zaroven kritickym faktorem pro udrzeni vniti-
ni homeostazy. Jeji naruseni pak mize vést ke vzniku chronickych abnormalit vedoucich
k rozvraceni celého systému. Dilezita je téz skuteCnost, Ze slozky imunitniho systému jsou
zastoupeny témeéi v celém organismu, tudiz vzajemna interakce s prostupujicimi CNM je
nevyhnutelna. V ptipadé biomedicinské aplikace mtize byt interakce i cilena (adjuvancia,
nosice). Z uvedeného tedy vyplyva naprosta nutnost hodnoceni vzajemnych interakci mezi
CNM a slozkami imunitniho systému.

Jak bylo jiz mnohokrat zminéno a shrnuto v mnoha publikacich, v poslednich letech byly
CNM intenzivné studovany jak pro potencialni biomedicinské vyuziti, tak v ramci mozného
rizika pro lidské zdravi.!-3 Podstatnym faktem je, Zze vétSina CNM, ptevazné nemodifiko-
vanych, mlze pretrvavat v organismu po velmi dlouhou dobu. Ty se pak hromadi nejcastéji
v mezibunéénych prostorach a pritomnych makrofazich.4> Naopak povrchova uprava jako
oxidace vede ke zménam v reaktivité umoznujici napt. enzymatickou degradaci navazanim
endogennich peroxidaz pochéazejicich z granulocytt.b7 Je ziejmé, Ze specifické funkce prede-
vs§im pfirozené imunity se vzdy néjakym podilem uc€astni zpracovani, degradace nebo elimi-
nace CNM. Kdykoli béhem téchto procestt muze dojit k poskozeni danych bunék, ptipadné
naruseni jejich primarnich funkci. Takovéto pisobeni zahrnujici cytotoxické, nezadouci imu-
nosupresivni a imunostimulaéni plisobeni se nazyva imunotoxicita.®

9.1 ROZPOZNANi CNM SLOZKAMI IMUNITNIHO SYSTEMU

Po vstupu do organismu jsou CNM rozeznavany nékolika zptisoby. Dominantni lohu zde
hraji vrozené imunitni mechanismy (mechanismy pfirozené imunity) zprostiedkované hlavni-
mi efektory pfirozené imunity, profesionalnimi fagocyty. Jejich hlavni funkei je identifikovat
rizikové (predevsim infekéni) Castice, pohltit je a rozlozit. K tomu vyuzivaji Sirokou skalu
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intracelularnich (cytoplazmatickych) a membranovych receptorti (PRR, pattern recognition
receptors), které rozpoznavaji motivy spojené s poskozenim bunék a tkani (DAMP, damage-
-associated molecular patterns) a evolucné zakonzervované motivy, typicky se vyskytujici
u rtiznych skupin mikroorganismi (MAMP, microbe-associated molecular patterns) a pato-
gennich mikroorganismti (PAMP, pathogen-associated molecular patterns).

Prikladem intracelularnich receptorti je skupina NOD-like (nucleotide-binding oligomeri-
zation domain) receptory (NLR), které jsou kromé jiného také soucasti inflamazomu, viz dale.
Vyznamny podil na rozpoznani CNM maji pravdépodobné membranové Toll-like receptory
(TLR), které zahrnuji TLR1, TLR2, TLR4, TLRS a TLR10 zakotvené v cytoplazmatické
membrané, pfipadné TLR3, TLR7, TLR8 a TLRY lokalizované na membranach intracelu-
larnich vackd.? V tomto ohledu hraje kliCovou tlohu vysoce reaktivni povrch CNM, diky
kterému na sebe vazi nejriznéjsi PAMP napf. lipopolysacharid (LPS).

LPS tvoii soucast bunééné stény gramegativnich bakterii a v krvi je rozeznavan pomoci
TLR4, kdy skrze aktivaci transkripcniho faktoru NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-
-enhancer of activated B cells) indukuje produkci prozanétlivych cytokint, jako jsou inter-
leukin-6 a TNF-a (tumor necrosis factor alfa).!® Samotny LPS patii mezi nej¢astéjsi konta-
minanty v chemikaliich a na laboratornich povrsich a diky termostabilit¢ ho nelze snadno
odstranit.!! Z toho vyplyva Casty kontakt s CNM, na které se pomoci hydrofobnich a elek-
trostatickych interakci navaze.!%13 Takto kontaminované CNM se pro fagocyty stavaji 1épe
rozeznatelné a tim padem i vice imunogenni a potencialné cytotoxické.!3 K této situaci oviem
nedochazi jen v pfipadé CNM, jak vyplyva z nekterych studii, které pozorovaly zesileni
imunitni odpovédi i vici simultanni expozici LPS spolu s nanocasticemi zlata ¢i oxidu tita-
ni¢itého.!4-16 Neni piekvapivé, ze kontaminované nano¢astice mohou byt ve zvySené mife
také fagocytovany.

Nedavna studie provedena na mysich j774.1 makrofazich ukazala na vyssi efektivitu
v pohlcovani vicesténnych uhlikovych nanotrubic (MWCNT) a nemodifikovaného grafenu
v piitomnosti LPS oproti CNM zbavenych pyrogeni, pfi¢emz zaroven dochazelo k aktiva-
ci inflamazomu NLRC4, jehoz hlavnim stimulantem je bakterialni flagelin.!3 Je logické, Ze
navazany kontaminant je fagocytovan spolu s CNM, coz vede k situaci, kdy jeho intracelu-
larni koncentrace znacné prevysuje bézné podminky. Zaroven dochazi k pohlceni i takovych
adsorbentt, které by do bunék jinak nepronikly. CNM vcetné ostatnich nanocastic tedy mohou
fungovat jako takzvané ,,trojské kon&“.13 Nasledna imunitni odpovéd’ pak nemusi odpovidat
,»Cistym™ CNM, coz €asto vede i ke zkresleni dat imunologickych a cytotoxickych testt.

Podobné jako pritomnost kontaminace ovliviiuje rozeznani ¢astic vznik proteinové koro-
ny. Jednim z nejvyznamnéjSich proteint je v tomto ohledu sérovy albumin, ktery po adsorp-
ci na povrch CNM obvykle brani nespecifickym interakcim, které mezi samotnou ¢astici
a bunécnou membranou mohou nastat. Diikazem je in vitro studie, ve které bovinni sérovy
albumin (BSA) snizoval pohlcovani grafen oxidu (GO) buitkami A549.17 Naopak bezsérové
podminky v nedavné studii Yana et al. vedly k nartistu pohlceni uhlikovych tecek THP-1
makrofagy.'® Podobny maskovaci efekt byl potvrzen pro sérovy fibrinogen, gamma globulin
a transferin, pfi¢emz disledkem byla i niz$i cytotoxicita.!%-20

Ackoliv proteinova korona moduluje ingesci i cytotoxicitu CNM, zdkladem je jejich
struktura a chemické modifikace. Ukazalo se, ze nehledé na pfitomnost séra, nemodifikova-
né CNT a fullereny jsou schopny pomoci nespecifickych hydrofobnich interakci aktivovat
nékteré TLR a vyvolat zanét spojeny s produkei cytokint.?!22 Totéz se ov§em neprokazalo
pro GO.2! Na rozdil od CNT, GO a potazmo grafen disponuji planarni strukturou, ktera nabizi
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lepsi adsorbeni kapacitu. Vznikajici proteinova korona tak kromé lepSiho maskovani mtze
zvySovat tloustku grafenovych Supin a tim ovlivnit vysledné interakce.?3

Na druhou stranu, navazané proteiny mohou zménit svoji konformaci, coz vede k odha-
leni potencialné vazebnych mist, jak napi. naznacuje studie sledujici vazbu mezi MWCNT
a scavenger receptorem SR-A1.24 Za fyziologickych podminek vaze SR-A1 polyanionic-
ké skupiny a nijak nereaguje s BSA, avsak v této studii byla pozorovana zvysena ingesce
MWCNT prave v pritomnosti BSA. Autofi navic vyhodnotili efekt jako semiaditivni, jelikoz
dal$im z urcujicich faktorti byla karboxylace MWCNT. Zatimco karboxylované MWCNT
byly snadno fagocytovany mySimi RAW makrofagy a transfekovanymi CHO (mSR-A1) buii-
kami, nemodifikované a amino-funkcionalizované MWCNT zustaly nepohlcené. Zajimavosti
bylo, ze endocytoza MWCNT vedla ve vysledku ke snizeni poc¢tu volnych receptort na povr-
chu bunék, ¢imz ovlivnila naslednou fagocytdzu béznych SR-A1 agonistd.?

Zvlastni postaveni v rozpoznani CNM ma vazba slozek komplementového systému, ktery
patii mezi zakladni regulacni a efektorové mechanismy vrozené imunity. Po aktivaci které-
koliv ze tii cest (klasické, alternativni i lektinové) dochazi k tvorbé prozanétlivych fragmentt
komplementovych proteinti, které slouzi jako opsonizacni a chemotaktické pisobky vyrazné
stimulujici imunitni odpovéd’. Jednim z mechanismu tcinku je v pfitomnosti bunéénych povr-
chti bakterialnich, nadorovych anebo stresovanych buné¢k sestaveni proteinového komplexu
MAC (membrane attack complex) perforujiciho bunéénou membranu s naslednym kolap-
sem bunky. Jako soucast biokorony tedy komplementové proteiny mohou jednak umoziovat
vstfebavani CNM do bunék, jednak mutize jejich interakce vyvolat neregulovanou nezadouci
aktivaci vedouci k patologické imunitni reakci a k naruseni homeostazy.

Jedna z ranych studii prokazala vazbu Clq slozky komplementu na povrch jednostén-
nych (SWCNT) i dvousténnych (DWCNT) trubic, kdy u DWCNT potvrdila aktivaci také
alternativni drahy.26 Vazba Clq byla potvrzena také u nanodiamantti (ND), u kterych vedla
k jejich aglutinaci, ale bez nasledné aktivace komplementové kaskady. Nicmén¢ navazana
Clq usnadnila fagocytézu makrofagy spojenou s jejich aktivaci a produkei cytokini.2” Wib-
roe et al. prokazali aktivaci komplementu u GO, pficemz mira aktivace souvisela s obsahem
kysliku.2® V zavislosti na funkcionalizaci byl nemodifikovany GO schopen rovnéz §tépit C3
slozku, ktera iniciuje alternativni cestu aktivace.?? Naproti tomu vazba faktoru H aktivaci GO
inhibovala, pfi¢emz ochrana byla silngjsi nez u albuminu.30

Z uvedeného vyplyva, ze rozpoznani a naslednou ingesci lze ovlivnit spravnou modifi-
kaci. Za timto u¢elem se nejcastéji voli modifikace pomoci polyethylenglykolu (PEG), ktery
obvykle CNM alespori ¢asteéné maskuje.3!-32 Nicméné nelze zapomenout na vyznam vlast-
nich charakteristik a individuality riznych CNM, kdy v kombinaci s uvedenymi modifikace-
mi mohou negativni reakce také zesilit, ¢i dokonce vyvolat.?3

Uvedené vysledky jsou jen malou sondou do slozité problematiky rozpoznani a pohlcova-
ni CNM buitkami. O vysledné reakci tak rozhoduji vlastni fyzikalné-chemické charakteristiky,
tvorba proteinové korony a mozna piitomnost kontaminace. V in vitro experimentech hraje
dilezitou roli i vybér bunééného modelu. Vzhledem k faktu, Ze nanocastice véetné CNM jsou
zpracovany a eliminovany predevsim fagocytarnim aparatem, jsou v rameci imunotoxicity
nejcastéji vyuzivané lidské primarni makrofagy odvozené z kostni diené, leukemicka mono-
cytarni linie THP-1 a z nich odvozené makrofagy, mysi imortalizované makrofagy j774a.1
a RAW264.7, ptipadné mysi primarni makrofagy.3* Hlavnim mechanismem vstupu CNM do
bunék pak byva nejcastéji fagocytdza a receptorem zprostiedkovana endocytoza.24.23:35-37
U mensich ¢astic 1ze pozorovat volnou diftzi, ptipadné makropinocytozu.33-40 V souvislosti
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zejména s dlouhymi rigidnimi CNT byva také ¢asto zminovana nekompletni nebo téz fru-
strovana fagocytdza.*!42 K té dochazi v piipadé, kdy buika neni schopna pohltit ¢astice
vEétsi, nez je ona sama, a diky naslednému poskozeni bunéénych struktur dochazi k jejimu
zaniku.

9.2 ZANET

Stézejni otazkou pii zkoumani imunotoxicity CNM je jejich schopnost vyvolat nebo utlumit
zanét. Pomineme-li vliv specifickych modifikaci nebo kontaminace, zakladni mechanismus
pusobeni, ktery zahrnuje oxidativni stres a mechanické poskozeni, vychazi z jejich intracelu-
larni distribuce a depozice. Ty zavisi na stejné Skale faktori jako predeslé rozpoznani a vstup.
U profesionalnich fagocytl pozorujeme tendenci uzaviit CNM v endozomech, piipadné fago-
zomech a autofagozomech, coz teoreticky brani dalsimu poskozeni. Jedna se piedevsim o ND
a grafenové platky/Supiny (GP).3%43

Buiiky bez fagocytarnich funkei nejsou schopny CNM soustfedit do endozomtl, ¢imz rizi-
ko poskozeni intracelularnich struktur stoupd. Buiiky ztraceji své homeostatické mechanismy
aumiraji. Pfikladem mohou byt B lymfocyty, u kterych byla na rozdil od monocytii prokazana
vyssi citlivost vici karboxylovanym ND, pfestoze pohlcovaly ND nasobné méné. Nicméné
pohlcené ND vyvolaly u monocytt produkci prozanétlivych cytokint.** Dalsi studie zalozena
na THP-1 modelu sledovala vysokou akumulaci ND v lysozomech, kdy vSak ND o velikosti
100 nm byly schopné jejich membranu profiznout. To mélo za nasledek uvolnéni katepsi-
nu B a aktivaci prozanétlivé odpovédi.3 Podobny efekt byva pravidelné nachazen u CNT,
kdy zajména dlouh¢ rigidni trubice pronikaji membranou intracelularnich vacka a vysledné
poskozeni v kombinaci s oxidativnim stresem aktivuje inflamazom, hlavni mediator zanétu
vyvolanym nano¢asticemi.*>—47

Z obecného hlediska je inflamazom cytoplazmaticky makromolekularni komplex, ktery je
sestavovan na zaklad¢ identifikace signalti nebezpeci pochazejicich z infekénich agens PAMP
a MAMP nebo signald poskozeni bunky DAMP. Vysledkem je konverze neaktivniho pro-
teolytického enzymu prokaspdzy-1 na aktivni formu, ktera nadale méni prekurzory cytokint
pro-IL-1f a pro-IL-18 na biologicky ti¢inné formy IL-1f a IL-18. Dochazi k zanétlivé reakei,
ktera za extrémni situace muze vyustit v zanétlivou smrt buiiky, pyroptozu.8

Inflamazomu existuje nékolik typt, pfi¢emz z hlediska imunotoxicity nanomateriala se
jevi jako klicovy inflamazom NLRP3 (nod-like receptor family pyrin domain containing 3).4°
Dosud byly popsany tii cesty aktivace NLRP3. Nejvice probadana je tzv. kanonicka cesta
u makrofagt, kterd vyzaduje dva signaly. Prvni signal (priming) pochazi obvykle z prosttedi
mimo buiiku a poskytuji ho casto struktury patogent (PAMP), napt. LPS. Diky nému dojde
k aktivaci signalni drahy NF-kB a pfepisu genti pro prekurzory kaspazy-1 a IL-1B. Druhy
signal, pochazejici obvykle z vnitiniho prostiedi buiiky, poskytuji patogeny proniknuvsi do
cytoplazmy, nebo vychazi z poskozeni a stresu bunky. Pravé druhy signal iniciuje vlastni
aktivaci NLRP3. Nekanonickou aktivaci NLRP3 zahajuji endogenni kaspaza-4 a kaspaza-5
(u mysi kaspaza-11), které¢ specificky vazi LPS intracelularnich patogent. Nasledkem toho
se uvolnuje ATP, které ptisobi jako autokrinni stimulator. Dochazi k tvorbé velkého mnozstvi
membranovych porti a nakonec osmotické 1yze buiiky, pyroptoze.’® Nejméné prozkoumana
tzv. alternativni cesta aktivace NRLP3 je charakteristickd pro monocyty. Lisi se absenci dru-
hého signalu, kdy k plné aktivaci sta¢i samotna stimulace LPS.5!
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Jak bylo zminéno, jednim z disledkd akumulace CNT a ND ve fagocytech je uvolnéni
katepsinu B, ktery je zarovei druhym signalem pro kanonickou cestu aktivace NLRP3. Z toho
vyplyva, ze jejich (hlavné CNT) prozanétlivy potencial zavisi na jejich intracelularni koncen-
traci. Keshavan et al. ve své praci porovnavali vliv tfi typit MWCNT na THP-1 a primarni
makrofagy a z HL-60 odvozené neutrofily. Zatimco u makrofagt, které ¢ile fagocytovaly,
doslo v piipadé dlouhych MWCNT k pyroptdze, neutrofily, které MWCNT nepohlcovaly, si
zachovaly svoji Zivotnost.2 Podobné tomu bylo u bunééné epitelialni linie A549 pti srovnani
s THP-1 a mysimi NR8383 makrofagy, kdy pfednostni fagocytdza trubic makrofagy u nich
vedla k uvolnéni chemokint IL-8 a CXCL1.53

Kromé¢ aktivace inflamazomu miize poskozeni lysozomti CNM vést také k naruseni pro-
cesu autofagie.>* Autofagie je komplexni mechanismus, ktery obvykle zajist'uje bunééné pre-
ziti odstranovanim nespravné slozenych nebo agregovanych proteini a poskozenych organel
nebo eliminaci intracelularnich patogent. V piipadé nutricni deprivace mtize autofagie buiice
zajistit energii a ziviny metabolizaci ¢asti cytoplazmy. Navic piisobi modulacné a je jednim
z inhibitort inflamazomu.>> DileZitou etapou autofagického procesu je obklopeni vetielce
dvojitou membranou a vytvoieni autofagozomu. Nasleduje splynuti autofagozomu s lysozo-
mem, které vede k usmrceni a rozkladu patogenu. Poslednim krokem je prezentace antigen-
nich peptida ziskanych z vetelce imunitnim buiikdm v kontextu s HLA molekulami. Pfipadné
naruseni n¢kterého z téchto krokl napft. destabilizaci lysozomu CNT miize vést k selhani tzv.
autofagickéhu toku a k smrti buiky.?6-7

V kontrastu s CNT, nemodifikovany ,,Cisty* grafen ve formé GP, které ziejmé ziistavaji
uzaviené v intracelularnich vaccich, sim o sobé prozanétlivé ani cytotoxicky neptsobi.43-38.59
To doklada i in vivo studie zkoumajici inhalacni expozici a naslednou distribuci GP v potka-
nim modelu. Autofi zde potvrdili, Ze inhalovany grafen byl pohlcen alveolarnimi makrofagy
bez dalsiho efektu na plicni tkan.’

Na druhou stranu, u modifikovaného grafenu, nejcastéji GO, byva hodnoceni prozanétli-
vého ucinku ve svych vysledcich vyrazné méné konzistentni. Starsi studie uvadély moznou
aktivaci TLR4 a TLR9Y s naslednou kumulaci autofagozomi spojenou s poskozenim cytoske-
letu, tvorbou prozanétlivych cytokini a buné¢nou smrti.?%-6! Bohuzel zde nebyl diskutovan
mozny vliv kontaminace. Jina studie hodnotici GO zbaveny LPS cytotoxické ucinky nepo-
tvrdila. U pfedstimulovanych makrofagt (priming) vsak doslo k aktivaci NLRP3. Autofi
diskutovali mozny mechanicky stres.62

Jako dalsi z mechanismu prozanétlivého pisobeni GO byl navrzen mozny vliv na lipido-
vou dvojvrstvu, kdy dochazi k jejimu naruseni v dusledku ,,vytrhavani® lipidovych raftt pii-
mym kontaktem s povrchem GO. Tento efekt je obzvlaste dilezity pti kontaktu s neutrofily,
kdy se vlivem naruseni jejich membrany vytvari tzv. extracelularni neutrofilové pasti (NET)
a neutrofily hynou NETotickou smrti.®3:6¢4 Bohuzel, piestoze je GO jednim z nejvice studova-
nych CNM, jednoznacné vysledky stale chybi. Podobné jako u ostatnich CNM je zkoumany
zanétlivy ucinek zavisly na souctu mnoha faktord a ¢asto pomijené hodnoceni biologické
kontaminace mize vysledna data zna¢n¢ ovlivnit.

9.3 IMUNOMODULACE

Jako vysoce integrovany a dynamicky nastroj musi imunitni systém reagovat na mnoho
stimulti zaroveni. Béhem toho zajistuje spravné rozeznavani, zpracovani a eliminaci jak
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vlastnich poskozenych ¢i nadorovych bunék, tak vnéjsich patogend. Soucasné musi své piiso-
beni regulovat a zah4jit reparaci poskozenych tkani. Nanocastice, které postradaji atributy
infek¢niho agens, a tudiz pfimo nevyvolavaji akutni cytotoxické ani prozanétlivé reakce,
mohou tyto funkce ovlivnit. Plati to zejména pro CNM, které setrvavaji v organismu dlouhou
dobu a nemetabolizuji se. Dobrym pfikladem jsou vyse zminéné nemodifikované GP, u kte-
rych nebyl pomoci monocyto-makrofagovych modell prokazan zadny, nebo jen minimalni
prozanétlivy vliv. Naopak se zd4, ze endocytdza GP vede u lidskych izolovanych monocytt
k jejich lepsimu piezivani a diferenciaci. Pozorovan byl téz vliv na zesileni cytokinové odpo-
vé&di na stimulaci vybranymi mikroorganismy.6?

K podobnym vysledktim dosli Lebre et al. u mysich makrofagt derivovanych z kostni
drené. Zjistili, ze pfitomnost grafenu zesiluje tvorbu IL-6 a TNF-a po stimulaci TLR ago-
nisty a ze grafen patrn¢ podporuje jev, kterému se fika ,,trénink vrozené imunity* nebo také
,piirozend imunitni pamét™.%¢ Analogicky s adaptivni imunitou zajist'uje tento jev vyraz-
néjsi sekundarni odpovéd’ vrozené imunity na opakovany stimul patogenem. Pfedpoklada-
nym mechanismem jsou metabolické a epigenetické zmény vyvolané opakovanymi kontakty
s cizorodymi ¢asticemi a patogennimi stimuly.6”

Jak bylo feceno, zékladnim mechanismem reakce na poskozujici nebo nebezpecny podnét
je zanét. Klicova je jeho regulace a vyvazenost, tzn. maximalni tirovenn obranného zanétu
s minimalizaci jeho poskozujici slozky. Regulaci zanétu zajistuji humoralni i bunééné mecha-
nismy imunity. Jednim z nich je polarizace monocyto-makrofagového systému do jednotli-
vych subpopulaci. Zakladni subpopulace se oznacuji M1 a M2, pficemz M1 subpopulace je
prozanétliva a zesiluje imunitni odpovéd, kdezto M2 subpopulace je regulacni, Gcastni se
tlumeni imunitni odpovédi a napomaha regeneraci a hojeni tkani poskozenych zanétem. Pola-
rizace monocyto-makrofagového systému do M1 a M2 je velice efektivni a dtlezitd soucast
imunitni odpovédi a je spojena s metabolickymi a genetickymi zménami bunck.

Bylo prokazano, ze CNM mohou do tohoto procesu vstupovat. Kuptikladu v jedné stu-
dii byl sledovan vliv fragmentovanych GP na mitochondrialni kapacitu lidskych a mysich
makrofagli v zavislosti na polarizacnim stavu bun¢k. Autofi studie vyhodnotili pfevladajici
rofagl do M1 nebo M2 byla studovana u celé fady dalSich CNM. Kinaret et al. zjistili, ze
zatimco grafitova nanovldkna preferencné polarizovala THP-1 makrofagy do M1, dlouhé
CNT vyvolaly polarizaci M1 i M2 a kratké MWCNT polarizovaly makrofagy do M2. Vsech-
ny tii typy testovanych CNT vyvolaly produkci IL-1B, ale v pfipadé¢ MWCNT bez zmény
dalsich polariza¢nich znaki.%® Zhang et al. zkoumali efekt SWCNT a MWCNT na mys$i
alveolarni makrofagy. Nanotrubice vétSinou v prvnim kroku ménily fenotyp makrofagti do
M1, ale pfi delsi expozici doslo k pfesmyku na fenotyp M2. Navic kondiciované médium od
M2 makrofagt sekretujicich TGF-B (transforming growth factor) vyvolavalo in vitro dife-
renciaci fibroblasti.”? Zda se, Ze necytotoxické hladiny CNT obecné podnécuji makrofagy
k urcité autoregulaci. Tato zjisténi by mohla vysvétlovat negativni roli inhalovanych CNT
v rozvoji plicni fibrozy.

Piesny mechanismus, jakym CNM ptisobi metabolické a epigenetické zmény predcha-
zejici tvorbe¢ pfirozené imunitni paméti a zménam polarizace u monocyto-makrofagového
systému, neni zatim jasny. Svoji roli v ném muize hrat autofagie, ktera je casto s CNM spojo-
vana, a u cirkulujicich monocyti je esencialni pro jejich pfezivani a naslednou diferenciaci.”!
Za fyziologickych podminek autofagie brzdi sestaveni inflamazomu a produkci prozanétli-
vych cytokini. Avsak data nékterych studii, ktera dokladaji zvySenou produkci prozanétlivych
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cytokint, tento mechanismus spiSe vyvraci.®3.72 Vedle toho situaci komplikuji i zmény cytos-
keletu, které probihaji pfi endocytdze a nasledném pokusu o zpracovani a eliminaci CNM
bunkou. Nelze vyloucit, ze sama endocytoza spolu s reorganizaci cytoskeletu mize poskyt-
nout dostateény signal pro preZiti a diferenciaci buiiky.”3-74 Ptipomeiime téz dulezity fakt, Ze
pfimé ovlivnéni cytoskeletu, napt. reakei s aktinovymi vlakny, byva pro CNM pozorovano
fadou autor(.38.75-76 Efekt na cytoskelet by mohl byt i neptimy ptedevsim pii nadmérné aku-
mulaci CNM v cytoplazmé, kdy jsou jednotlivé organely a cytoskeletalni vlakna jednoduse
,utlaceny*.

V ramci hodnoceni imunomodulac¢niho potencialu CNM je nutné zminit dendritické bun-
ky. Ty predstavuji nepostradatelnou bunécnou populaci, jejiz zakladni funkci je prezentace
antigennich peptidi spolu s kostimula¢nimi a prozanétlivymi signaly T lymfocytim. Den-
dritické bunky tvoii hlavni spojeni mezi pfirozenou a adaptivni imunitou a rozhoduji o tom,
do jakého subsetu se bude naivni T lymfocyt po kontaktu diferencovat: zda bude imunitni
odpoveéd zalozena na produkcei protilatek (742 subset), nebo zda budou zapojeny bunécné
mechanismy jako cytotoxicita a zesilena fagocytéza (Th! subset). Naruseni jejich funkce
tedy pfedstavuje vyznamné riziko pro fungovani celého imunitniho systému.”” Vliv riznych
variant GO na bunéc¢nou linii dendritickych bun¢k DC2.4 zkoumali Yang et al. Zjistili, ze jed-
novrstvy GO vyvolaval agregaci bun¢k bez vyrazného cytotoxického u€inku. Vicevrstvy GO
byl naproti tomu cytotoxicky a vyvolaval produkci reaktivnich forem kysliku (ROS). V obou
ptipadech doslo k produkci TNF-a bez produkce IL-6. V nasledujicim experimentu vSak
jednovrstevny GO stimuloval zvySeni produkce TNF-a i IL-6 vici LPS, na rozdil od vicevrst-
vého GO, kde pravdépodobné vlivem cytotoxicity doslo k inhibici.”® Zhou et al. pro zménu
zkoumali vliv lateralni velikosti GO na jeho schopnost interagovat s buné¢nou membranou.
Zjistili, ze se malé ¢astice GO snadnéji internalizovaly, zatimco vétsi adherovaly k membrané
a zpusobily zmény exprese adheznich molekul, zejména ICAM-1, ktera je nezbytna pro inter-
akci dendritickych bunc¢k s T lymfocyty. Naslednou kokultivaci s T lymfocyty potvrdili tvorbu
bunéénych shluki indikujici zesileni T lymfocytarni aktivity.” V obdobné studii velké ¢astice
GO zvysSovaly u dendritickych bun¢k diferencovanych z monocyti expresi kostimulacnich
molekul CD80 a CD83 a napomohly tak k jejich maturaci.®9 Navazani PEGu a vybér men-
Sich GO tento efekt inhiboval, coZ znovu potvrzuje esencialni role modifikace a velikosti.8!

Pozitivni vysledky nepfimé prozanétlivé modulace pomoci CNM byly pozorovany rovnéz
in vivo s vyuzitim zvitecich modelti nemoci. Rada z nich se zaméfila na hodnoceni alergické
reakce (konkrétn¢ hypersenzitivitu typu 1). Park et al. ve své praci exponovali mysi riznym
davkam MWCNT. Nasledna analyza vzorkt krve a bronchoalveolarni lavaze odhalila spolu
se zvySenym poctem neutrofilti i vy$si hladinu prozanétlivych cytokint. K nejvyraznéjsimu
nartstu doslo u IL-4, IL-10 a IL-5, coz svéd¢i o aktivité proalergického Th2 subsetu pomoc-
nych induktorovych T lymfocyti.82

Obdobnych vysledkti dosahli Inoue et al., kdy po soubézné intratrachedlni expozi-
ci ovalbuminu a MWCNT doslo oproti samostatnym expozicim (placebo, ovalbumin,
nebo MWCNT) k silngjsi aktivaci alergického zanétu s tvorbou protilatek IgE.83 Podobny
pokus prezentovali Nygaard et al. Mysi vystavoval pisobeni ovalbuminu a dvou typtit CNT
(MWCNT a SWCNT). V obou piipadech slouzily CNT jako adjuvans zvysujici produkci
ovalbumin specifického IgE.84

Opacné vysledky piinesly experimenty s GO, ktery produkei IgE inhiboval, nicméné na
mys$im modelu astmatu byla pozorovana zvysena hyperreaktivita a remodelace (hyperplazie
gobletovych bunék spolu s hypertrofii hladkého svalstva).85 Vysledky téchto studii naznacuji,
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ze CNT obecné mohou stimulovat alergicky zanét v podob¢ Th2 imunitni odpovédi. Slouzi
vsak spise jako adjuvans nez ptimy alergen. To je obzvlaste dulezité za situace, kdy alergeny
adheruji k jejich povrchu. Vysledna alergicka reakce tim tedy mize byt zna¢né ovlivnéna.
Jak bylo zminéno, CNM mohou také pfispivat k nevratné remodelaci tkani dychacich cest
a zhorSovat tak pribéh chronickych plicnich onemocnéni. K tomuto tvrzeni pfispiva studie
provedena Beyelerem et al., jejichz DWCNT v davce 0,08 pg/cm? podané intratrachealné
zesilily akumulaci a aktivaci makrofagti a dendritickych bunék v plicnim parenchymu mysiho
modelu chronické obstrukéni choroby plic.8¢ Soliman et al. pak navic prokazali, Ze chronicka
expozice MWCNT je spojena se zvysenou aktivaci a akumulaci alveolarnich makrofagt, coz
vede k zanétu a tvorbé granulomi. 8’

CNM ovsem nemusi byt pouze prozanétlivé. Modelovym piikladem mutze byt pra-
ce Dellingera et al., jez zkoumala vliv fullerenti na revmatoidni artritidu v mySim mode-
lu. Peritonealni administrace fullerenti vedla k jejich hromadéni v afektovanych kloubech,
kde vyvolavaly utlum zanétu spojeny se snizenim eroze, redukci zanétlivé chrupavcité tkané
a poklesem hladiny TNF-0.88 Zajimavych vysledktl dosahli Babu Mija a Rajiv Saxena pfi
vyzkumu vlivu modifikovanych SWCNT na mysi model akutni i chronické reakce Stépu
proti hostiteli.8® Tato neZzadouci reaktivita vznika po HLA neshodné transplantaci kmenovych
bunc¢k krvetvorby u pacientd s krevnimi malignitami, pfipadné jinymi diagnézami. Novy,
transplantovany imunitni systém napada a ni¢i bunky raznych tkani prijemce. Nejcastéji jsou
postizeny GIT, klize, dychaci systém a ledviny. Je nutné podavat imunosupresivni 1éky, mnoh-
dy dozivotné. Ve zminéné studii vedlo intraven6zni podani SWCNT ke snizeni proliferace
T i B lymfocytl a omezeni tvorby cytotoxickych T lymfocyti a protilatek specifickych proti
hostitelskym antigentim.®

Tlumivy efekt konkrétné grafenovych kvantovych tecek (GQD) objevili i Tosic et al.
Zjistili, ze GQD utlumily zanét v nervové tkani potkant trpicich autoimunitni encefaliti-
dou. Vysledkem intraperitonealni expozice bylo zmirnéni ptiznakd, snizeni demyelinizace
a infiltrace centralniho nervového systému imunitnimi bunkami, snizeni poskozeni axont,
a ve vysledku ovlivnéni vitality nervovych bunék.?0 Uhlikové te¢ky (CD) vykazuji obec-
n¢ imunosupresivni efekt pravdépodobné kviili jejich antioxida¢nim vlastnostem. Napiiklad
CD syntetizované z kyseliny citronové a glutathionu uspésné inhibovaly zanétlivou odpo-
véd’ vyvolanou LPS na modelu mysich makrofagi J774A.1 utlumenim signalizace NF-xB
a tvorby IL-12 a vychytavanim kyslikovych radikald.®! V jiném experimentu CD vyrobe-
né z melasy tlumily produkci oxidu dusnatého stimulovanou LPS na modelu makrofagt
RAW 264.7.92

Velmi komplikovanou a obtizné uchopitelnou otazkou je interakce nanocastic s mikrobio-
tou stfeva, kiize a sliznic. Jedna se o velmi komplexni ekosystém zahrnujici desitky az stov-
ky riiznych mikrobialnich a mykotickych species. Jejich pfinos pro ¢lovéka je bez diskuze,
a krom¢ nutri¢nich benefiti je mikrobiota esencialni pro nastaveni optimalni stfevni bariéry
proti patogennim mikroorganismiim. Uloha mikrobioty je viak daleko komplexng&jsi. Zasadni
je modulacni efekt na imunitni systém, zejména v nastaveni tolerance vici riznym mikro-
bialnim i potravnim antigenim. Regula¢ni buiiky diferencované v mukéznim imunitnim sys-
tému byly nalezeny i ve vzdalenych nikach organismu, naptiklad v centralnim nervstvu. To
dalo vzniknout predstavé, Ze stfevni mikrobiota mtize ovlivnit vznik a prib¢h autoimunitnich
onemocnéni, jako je napf. roztrousena skleroza.?3-4 CNM mohou stievni mikrobiotu ovlivnit
predev§im svym moznym selektivnim antimikrobidlnim t¢inkem na nékteré kmeny bakterii
a tim mohou narusit osidlovaci vzory na sliznicich. Jako piiklad mtizeme uvést Cisty grafen,
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ktery v koncentracich okolo 100 pg/ml podporuje butyrat produkujici mikroorganismy, jako
jsou Clostridium fimetarium, Clostridium hylemona a Sutterella wadsworthensis.>

Dosud prezentované vysledky jasné ukazuji, ze CNM mohou mit zdsadni imunomodu-
jiné a za jinych podminek mohou naopak imunitni odpovéd’ podporovat a zanétu napomahat.
Specialni pozornost se musi vénovat pfedevsim takovym CNM, které na prvni pohled samy
o0 sob¢ zadnou, at’ uz cytotoxickou, nebo prozanétlivou odpovéd’ nevyvolavaji, avsak mohou
slouzit jako adjuvans ¢i dalsi signal.

9.4 ELIMINACE

Pro vyuziti CNM v medicin¢ je zasadni biodegradabilita — schopnost organismu odstranit
z téla nezadouci materialy. CNM jsou ze své podstaty velmi odoIné a Spatné degradovatelné.
Nicméné je mozné je za urcitych podminek eliminovat. Dtlezitou lohu v tom ma pravé
imunitni systém. Jednim z faktord urcujicich biodegradabilitu CNM je pomér uhliku a kysliku
(C/0O) ve struktufe castice a jeji hydrofilni charakter. Kotchey et al. ve své studii ovéfili, ze GO
1ze narusit kienovou peroxidazou.?® Podobné myeloperoxidaza (MPO), ktera se nachazi v gra-
nulech neutrofilti, byla schopna degradovat GO v pfitomnosti stop peroxidu vodiku, pficemz
efektivita byla imérnd mnozstvi karboxylovych skupin a mife stability ve vodném prostiedi.”

V jiné studii neutrofily produkovaly myeloperoxidazu v pfitomnosti SWCNT navzdory
jejich pokryti PEG.?7 V in vivo studii provedené na MPO knockoutovanych mysich byl oproti
divokym kmentim sledovan pokles degradace, coz je v souladu s predeslymi in vitro studie-
mi.?8 In vitro byl také proveden pokus degradovat GO pomoci eozinofilni peroxidazy (EPO)
v pfitomnosti peroxidu vodiku a bromidu sodného. Piestoze byla degradace nekompletni,
objevila se jiz po 90 hodinach od expozice.® Pozorovani potvrzuje i star$i studie Ardona et
al., kteti pouzili EPO z lidskych a my$ich eosinofilti pro degradaci oxidovanych SWCNT.%?

Na degradaci CNM by se mohla podilet také NADPH oxidaza a s ni souvisici enzyma-
tické systémy Ucastnici se tzv. oxidativniho vzplanuti pii aktivaci fagocyti. Jejich role byla
potvrzena opét Kaganem et al., jiz zkoumali degradaci oxidovanych SWCNT peroxinitri-
tem z aktivovanych THP-1 makrofagl. Schopnost stépit SWCNT byla také vyrazné snizena
u NADPH deficitnich mysi.100

Podobné vysledky vysly ve studii Houa et al., v niz porovnavali degradaci ¢istych, oxido-
vanych a OH-substituovanych SWCNT na modelu RAW264.7 bunék. Respiracni vzplanuti
u modelovych bun¢k bylo dle predpokladu ucinné pti degradaci oxidované a OH varianty,
naproti tomu ¢isté SWCNT, které reaktivni mista postradaji, degradaci odolaly.0!

9.5 ZAVER

Zavérem lze fict, ze jakozto rodina exogennich ¢astic nabizi CNM Sirokou $kalu moznych
interakci s imunitnim systémem. V zavislosti na jejich formé¢, velikosti, tvaru, funkcionalizaci
a Cistoté mohou bud’ pfimo vyvolat zanét, nebo ptisobit nepfimo modulaci zakladnich funkei
imunitnich bunék, kdy tyto zmény nemusi nutné korelovat se zvySenou cytotoxicitou.
Prezentované vysledky naznacuji, ze tvar a velikost jsou rozhodujici vlastnosti ovliviiu-
jici pfimé prozanétlivé ucinky CNM a nasledné chovani imunitnich bun¢k. Imunitni systém
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funguje jako vysoce organizovana sit’ a v disledku toho mize naruseni jedné casti ovlivnit
cely systém. Musime vzit v tivahu, ze kumulace CNM v lidském téle, zejména v plicich,
miiZze mit negativni vliv na imunitni obranu proti béznym patogentim. Na druhou stranu, pfi
peclivém navrhu a charakterizaci CNM jsou jejich imunomodulacni vlastnosti atraktivni pro
biomedicinské aplikace. Tyto aplikace jsou zaloZzeny bud’ na pfimém uc¢inku CNM, nebo na
ucinku, ktery maji CNM ve spojeni s jinymi materialy nebo reagenciemi.

Bohuzel je evidentni, Ze v nasich znalostech jsou stale mezery. Celkové vzato je hodno-
ceni imunotoxického potencialu CNM zasadnim ukolem, i kdyz ne snadnym, a pozornost
by méla byt vénovana nejen spravné charakterizaci a vylouceni kontaminace, ale také slo-
zeni média. Nezbytnym krokem je také doplnéni modeld lidskych primarnich bunék, nebot’
bychom mohli snadno piehlédnout casto opomijené, ale velmi dilezité vzajemné ovliviiovani
probihajici béhem bunécné komunikace.
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superoxiddismutaza

jednovrstvé uhlikové nanotrubice (single-wall carbon nanotubes)
transforming growth factor

transfornujici rastovy faktor B (transforming growth factor )
Toll-Like Receptor

dispergované Tweenem-80

tumor necrosis factor

solubilni vaskularni bunééné adhezni molekuly 1 (vascular cell adhesion molecule)

vaskularni endotelovy ristovy faktor
bunécna linie epitelialnich bunék ledvin z afrického kockodana zeleného
zonnula occludens-1





