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Projekt NANOBIO
Struktura a hlavni vystupy

Vybrané vysledky projektu NANOBIO

* Uhlikové nanomaterialy. Toxicita
* Imunotoxicita nanomaterialu




Nanocastice/nanomaterialy (NMs) — témér vSechny technologie - produkce dlouhodobé nardsta -
- zdroje: pfirodni, vedlejsi produkty lidské Cinnosti, zameérné vyrabéné (ENPs)

Expozice NMs - rychla inhalacni, peroralni i dermalni absorpce do systémové cirkulace - rychla
distribuci do organu a tkani - ovlivhovani fyziologickych mechanismi

Vedomosti o nebezpecnosti NMs omezené a neodpovidaji dynamice nano-materialového vyvoje a
vyroby

Testovani NMs - specifické chemicko-fyzikalni vlastnosti nanocastic - variabilita chovani ve
vnitrnim prostredi - snizeni validity standardné pouZzivanych test( toxicity

NANOBIO - projekt EFRR (Evropsky fond pro regionalni rozvoj), , Posileni mezioborové spoluprace
ve vyzkumu nanomateridlt a studiu jejich ucinkl na organismus”; ITI Hradec Kralové-Pardubice;
2018-2022

Zastoupeni oborii v NANOBIO - chemici, biochemici, toxikologové, imunologové, fyziologové,
biologové, histologové a biofyzici

Klicova spoluprace v NANOBIO - Molecular & Translational Medicine, Trinity College, Dublin;
Vyzkumny Ustav veterinarniho Iékarstvi (Oddéleni farmakologie a imunoterapie) Brno



Fakulta chemicko-technologicka, Univerzita Pardubice
Lékarska fakulta v Hradci Kralové

Fakultni nemocnice Hradec Kralové

O
Centrum materiall a nanotechnologii Univerzita Pardubice



NANOBIO

https://www.youtube.com/watch?v=gRo3fOFICCY



https://www.youtube.com/watch?v=gRo3fOFlCCY

NANOBIO - Experimentalni modely a testované NMs

In vitro bunéené populace/linie Testované NMs

< v
L v

A549
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Uhlikové nanotrubice
(MWCNTSs)
Nanodiamanty
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primarni monocyty

C2C12 myoblasty

neuralni kmenové bunky

TiO, &astice Si0, vlakna
pluripotentni kmenové bunky (P25, 4-8 nm) Si0, Eastice

kozni fibroblasty




NANOBIO - Vybrané optimalizované metodiky

4 )
4 ) 4 HISTOLOGIE )
BIOLOGIE BIOFYZIKA N |
Cytotoxicita: Kumulovany poéet populaénich zdvojeni - . Cytotoxicita: LDH assay, WST-1 assay, xCELLigence
b fiad b . . Intracelularni lokalizace: TEM )
(PDL), barveni jader DAPI — obrazova cytometrie L ) Genova exprese: Real-time gPCR
\Metabolicka aktivita: WST-1 assay, alamarBLUE ) \Histologicka analyza tkafiovych fezli — hematoxilin-eosin

4 )

Charakterizace a priprava suspenze NMs
Stabilita susenze: {-potencial, hydrodynamicky prdmeér... (UKIA, VUVel, CEMNAT)

Morfologie: Transmisni elektronova mikroskopie (VUVel, Biofyzika)

Biologicka kontaminace: Rep. bunécna esej HEK-Blue™-2 Cells/-4 cells (UKIA)

\_

4 UKIA N( PREVENTIVNI LEKARSTVI )
Produkce cytokin(: ELISA, rep. bunécné eseje HEK-Blue™ Cytotoxicita a genotoxicita: Mikronucleus test (délici se bb), Trypan

Aktivita NLRP3: bunééna esej THP1-null/HEK-Blue™ IL-1B, LDH assay | | Pue exclusion assay —opticka mikroskopie

Fagocytéza: pHrodo™ Red E. coli BioParticles™ - fluor.
\holotomografické mikroskopie, pritokova cytometrie ) \ )

Genotoxicita: Comet assay, test chromozomalnich aberaci




NANOBIO - Hlavni vystupy (LF/FN)

Publikace. Sedm pulvodnich ¢lankd (IF 3.041-8.1) a tfi ¢lanky prehledové (IF 2.921-5.346);
kumulativni IF vSech ¢lankd 53.230

Metodicky manual. Zdenék Fiala, Ctirad Andrys a kol.: Soubor optimalizovanych metodik pro
testovani cytotoxicity, genotoxicity a imunotoxicity nanocastic (LF HK 2022, 76 s.). Testy cytotoxicity,
genotoxicity, imunotoxicity, genové kvantifikace, bunécné proliferace, adheze, viability a morfologie;
metodiky histologické analyzy a metodiky transmisni elektronové mikroskopie (tisténa i elektronicka

verze)

Monografie. Editofi: Zdenék Fiala a Drahomira Holmannova (16 spoluautort): Uhlikové
nanomaterialy. Biomedicinské aplikace a toxicita; 340 stran, KAROLINUM 2024 (tisténa i elektronicka

verze).

Prezentace. EUROTOX (European Societies of Toxicology, 2018, Brusel) a IUIS (International Union of
Immunological Societies, 2019, Peking)



Vybrané vysledky projektu NANOBIO
Uhlikové nanomaterialy. Toxicita



Analyza 674 studii; majorita SWCNT, MWCNT, grafen, GO a rGO; ~ 65% dukazu toxicity

Respiracni toxicita. Nékteré CNMs indukuji oxidacni stres, posSkozujici zanét, modifikuji genovou expresi,
profibroticky a karcinogenni potencial (data in vitro, in vivo, pracovni expozice)

Kardiovaskularni toxicita. Nékteré CNMs indukuji poskozeni srdec¢niho svalu a cév, oxidacni stres,
poskozujici zanét (data in vitro, in vivo, pracovni expozice)

Gastrointestinalni toxicita a hepatotoxicita. Omezeny pocet studii. Nékteré CNMs indukuji poskozeni
traviciho systému vcetné jater (in vitro, in vivo)

Kozni a ocni toxicita. Omezeny pocet studii s nekonzistentnimi zavéry:

1) Nékteré CNMs indukuji oxidacni stres a poskozujici zanét (kGzZe, oko; lokdlni i systémova expozice; GO,
MWCNT, SWCNT)

2) Nékteré CNMs biokompatibilni = biomedicinské aplikace: scafoldy a kryci materialy s CNMs podporuji
proliferaci a diferenciaci bunék (véetné keratinocytll a koznich fibroblastll) a zvySuji neoangiogenezi =
podpora hojeni akutnich i chronickych ran (ND, rGO) (data in vitro, in vivo)



Toxicita vici mocovému Uustroji. Omezeny pocet studii s nekonzistentnimi zavéry. Princip predbéziné
opatrnosti: Nékteré CNMs mohou poskozovat tkan vyluCovaciho ustroji a ovliviiovat funkci ledvin (data in
vitro, in vivo)

Neurotoxicita. Omezeny pocet studii s nekonzistentnimi zavéry. Princip predbézné opatrnosti: Nekteré
CNMs mohou indukovat neurotoxické ucinky véetné prenatalni neurotoxicity (data in vitro, in vivo)

Imunotoxicita. Omezeny pocet studii s nekonzistentnimi zavéry:

1) Nékteré CNMs indukuji poSkozujici zanét nebo poskozujici modulace funkci imunitnich bunék;
kumulace nékterych CNMs v organismu (zejména v plicich) ovliviuje imunitni obranu proti béznym
patogenUm (data in vitro, in vivo)

2) Nékteré CNMs biokompatibilni (cilené vyuziti imunomodulaéniho potencidlu) (data in vitro, in vivo)

Genotoxicita. Nékteré CNMs indukuji genomové zmeény - zvysené riziko karcinogeneze a genetickych
poruch v dalSich generacich (data in vitro, in vivo)

Reprodukcni a vyvojova toxicita. Nékteré CNMs ovliviiuji expresi pohlavnich hormond, poskozuji pohlavni
bunky a zpUsobuji vyvojové deformity (data in vitro, in vivo)



Analyza nejistot

Nedostatek informaci o expozici cloveka
Nedostatek informaci o mechanismech ucinkt
Omezené pocty experimentalnich studii s nekonzistentnimi zavéry (majorita in vitro studii)
Obtizné srovnani vysledkl experimentalnich studii:
Variabilita expozi¢nich koncentraci: in vitro studie; < 100 pg/ml az > 100 mg/ml
Variabilita expozicnich jednotek: in vitro studie pg/ml, mg/L, ug/cm?, pocet ¢astic/ml
in vivo studie mg/kg télesné hmotnosti, mg/den,
pocet castic/l, ug/l, ppm/100 ul, mg/mys

Variabilita expozicni doby experimentalnich studii s dominanci akutnich a subakutnich forem expozice

Variabilita zdroji CNMs : r(zné zdroje CNMs jedné a té samé latky mohou mit rozdilné
fyzikalné-chemické vlastnosti a tim i rozdilnou toxicitu
Prostredi disperze CNMs (rozpoustédl|a, stabilizatory, antimikrobidlni agens)

Zmeény CNMs v case — modifikace a kontaminace povrchll CNMs v prostredi = zmény toxicity



Doporuceni pro dalsi vyzkum toxicity CNMs

Dalsi experimentalni studie (in vitro, in vivo). GIT toxicita a hepatotoxicita, toxicita via¢i mocovému
ustroji, neurotoxicita, imunotoxicita, genotoxicita, reproduk¢ni a vyvojova toxicita

Podrobnéjsi charakteristiky CNMs. Nutnost podrobnéjsich charakteristik véetné zpUlsobu pfipravy
(vyrobce), chemického slozeni, funkcionalizace, velikosti, tvaru, povrchového naboje a disperzniho
prostredi

Odhady skutecné expozicni davky CNMs. Riziko nehomogenni distribuce v testovacich systémech in
vitro (aglomerace, agregace, sedimentace, disperze). Skutecnd expoziéni davka (ktera se dostane
k burikam a vyvola biologicky ucinek) se nemusi rovnat davce podané (nutnost dozimetrie)

Delsi expozicni doby. Orientace na subchronické a chronické expozice nizsim davkam. Akutni expozice
vysSim davkam mohou ucinky nadhodnocovat - saturace metabolickych enzymi, vazebnych mist,
receptoru a transportnich proteinl a pretizeni adaptacnich a reparacnich mechanismu

Validace novych a/nebo modifikovanych testl toxicity. Fyzikalné-chemické vlastnosti disperzi CNMs a
variabilita jejich chovani v biologickych systémech snizuji validitu standardné pouzivanych testl toxicity



Mechanismy ucinki CNMs. Studium patofyziologickych mechanismi a molekuldrné biologickych
interakci CNMs s biologickymi systémy

Kvantifikace expozice cloveka CNMs. Standardizace analytickych nastroji pro vzorkovani, detekci,
kvantifikaci a charakterizaci ¢astic CNMs. Zpresfiovani odhadd primérné denni expozice z majoritnich
expozicnich cest (inhalace a poziti).

Sledovani kontaminace, koexpozic a zmén CNMs v case. Pri hodnoceni realnych pracovnich a
mimopracovnich expozic nutno brat v dvahu: vliv biologickych a chemickych kontaminantl, charakter
nosného média (ovzdusi, voda, potraviny, pida, predméty) a modifikaci povrcht ¢astic v Case

Hodnoceni zdravotnich rizik CNMs. Epidemiologické studie pracovnich a mimopracovnich expozic

Smési CNMs. Paralelné s testovanim jednotlivych CNMs nutno vénovat pozornost i realnym vzorkdm
smesi ve kterych se vyskytuji CNMs
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Vybrané vysledky projektu NANOBIO

Imunotoxicita nanomateriald



NANOTOXIKOLOGIE zahrnuje vyzkum &astic < 100nm, které jsou generovany ze t¥i zakladnich zdroji:

Prirodni NPs NPs jako vedlejsi produkty lidské Zamérné vyrabéné NPs (ENPs/ENMs)
cinnosti

Lesni pozary Spalovaci motory Kovy a jejich oxidy, polovodice,
uhlikaté materialy, polymery

Vulkanicka Cinnost Tepelné elektrarny Nano - Jehly, trubky, kruhy a desky

Viry Spalovny odpadu Kosmetika, zdravotnické prostredky,
elektronické a optické vyrobky,
zobrazovaci zarizeni

Biogenni magnetit nano-Fe;0, Dymy a pary primyslovych

(magnetotaktické bakterie, mékkysi,  technologii (napft. svareni)
vCely, holubi; pomaha pfi orientaci
vzhledem k magnetickému poli Zemé)

Smazeni, fritovani, grilovani



