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Imunotoxicita (nejen) uhlikovych nanomaterialu

Vstup do organismu

Rozpoznani slozkami imunitniho systému
* Profesionalni fagocyty

 Role kontaminace

Intracelularni distribuce

e Zanét

Eliminace




Vstup do organismu
(e

Biomedicinské aplikace — reakcni povrch

e Zobrazovaci metody, biosenzory, nosice |éCiv, adjuvancia aj.

* Intravendzni podani—100% dostupnost
Pracovni prostredi
* Plicni, oralni a kozni expozice

Distribuce na zdkladé vnitrnich i vnéjsich faktorut

* Proteinova korona (biokorona)

Kontakt se slozkami imunitniho systému nevyhnutelny

* Imunotoxicita — cytotoxické, imunosupresivni, imunostimulacni reakce




Rozpoznani

Nespecifické rozpoznani

* Interakce povrchu castic s fl membranou
Klicova uloha profesionalnich fagocytl
* Monocyto-makrofagovy systém
Endocytoza

* Receptorem zprostredkovana

* Fagocytoza

* Frustrovana fagocytdza

* uhlikové nanotrubice (CNT)
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Role kontaminace

Pritomnost patogennich vzoru (PAMPs) na povrchu ¢astic

® | ps-LBP komplex

* Interakce s membranovymi receptory

lipoproteiny flagelin

O
* PRRs (Pattern recognition receptors)

peptidoglykany
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* Ovlivnéni fagocytozy

TLR2/6 |

e Trojsky kan“

Lipopolysacharid (LPS)



Intracelularni distribuce

Snaha eliminace ¢astice — %] f\
,f\‘l‘ ‘ J' \
v s o o \1 c‘:‘ \'\'
* Uzavreni do endozom/lysozom '
Lo\
. Vo
* Unik LA
Lo
* Autofagie Ll L
A\ i/ 7
. . LU \/
* Naruseni/blokace autofagického toku A =l
X‘_lZXis (un:i;) 80 100 0 20 4XO-AXis (:rl:‘) 80 100

Interakce s organelami

* Mitochondrie, ER

Intracelularni receptory

* Biokorona, kontaminace
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Zanet

Inflamazom

nekanonicka aktivace ! alternativni aktivace - monocyty LPS
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e Intracelularni makromolekularni komplex

e Sterilni zanét
e Aktivace kaspazy-1 » IL-1B/IL-18
* NLRP3
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Modulace

. v V4 . . V4 ’ 1. stimulace: Nizka prozanétliva 2. stimulace
Ovlivnéni fyziologickych funkci patogeny, PAMIP, MAM..
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Modulace genové exprese
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VYBRANE EXPERIMENTALNI VYSLEDKY
in vitro

Grafenové platky (GP), vicevrstvé uhlikové nanotrubice (MWCNT), Oxid titanicity (P25)




Zakladni charakterizace

GP1: nemodifikované,
(PL-P-G750; PlasmaChem GmbH)

GP2: nemodifikované, (darovano —
CRANN, TCD)

MWCNT:
(659258; Merck)
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Prubeéh in vitro testovani

A549, C57BL/6, THP1, primarni monocyty Expozice
24/48/72h/8 tydnd

Viabilita
Membrdnova integrita
Intracelularni lokalizace Metabolismus
Morfologie ROS
THP1
Genotoxicita
THP1, primarni monocyty
| |
Akutni pro/protizanétlivy
potencial
Produkce cytokin( Aktivita NLRP3 -

l
Modulace imunitni funkce Viabilita
Produkce cytokind Morfologie
Fagocytdza Membranova integrita
detekce IL-1B/katepsin B Polarizace/diferenciace
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Viabilita

* Absence vyznamné akutni cytotoxické reakce po expozici GPs
témeér na vSech bunécnych modelech, vyjma C57BL/6 (20 — 100
ug/ml ~ 30 % cytotoxicita; Bavorova et al. 2022)

* SniZeni migrace a spontanni motility A549 po dlouhodobé

expozici GP, bez ovlivnéni proliferace (Sestakova et al. 2022)

e  MWCNT testovany pouze v ramci imunotoxickych reakci — mirna

cytotoxicita ~ 10 % pouze pfi nejvyssi test. koncentraci 60 pug/ml

e Tvorba mikrojader u suspenznich THP-1 po expozici GP — na

koncentraci zavisla genotoxicita (Malkova et al. 2021)

(Malkova et al., 2021; upraveno)




Monocyto-makrofagovy systém: Morfologie

Y

THP-1 makrofagy

lzolované monocyty




Monocyto-makrofagovy systém: Akutni prozaneétlivy efekt

THP1-null (stabilni exprese NLRP3, ASC a pro-kaspazy 1) Primarni monocyty
* Absence produkce IL-6, TNF-a, IL-10 po 24 i 48 h * Absence produkce IL-6, TNF-a, IL-10 po 24 i 48 h
Aktivace NLRP3 kanonickou cestou Aktivace NLRP3 alternativni cestou ?
* Pouze po expozici MWCNTs * Produkce IL-1B pouze po expozici MWCNTs
51 m cpr **p <0,01; ***p <0,001 :i B GP1 ***1 <0,001
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Monocyto-makrofagovy systém: Akutni prozanetlivy efekt

_— ne P  Gp MWCNTS Unik katepsinu B do cytoplazmy

e Mechanismus aktivace NLRP3
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Monocyto-makrofagovy systém: Akutni prozaneétlivy efekt

Klicovy vyznam NLRP3 pro hodnoceni *p<0,1; **p <0,01; ***p <0,001
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Monocyto-makrofagovy systém: Modulacni efekt

NLRP3 — akutni ucinek Modulace cytokinové odpovédi — IL-6, TNFa, I1L-10
e Aditivni u¢inek muramyl dipeptidu (MDP) a GP * Postexpozi¢ni zména produkce vici dalsim stimuliim (heat
* Vyloudeni pfipadné inhibice killed bacteria — E. coli, S. aureus, P. aeruginosa)

##p <0,01; ***p <0,001 *p<0,1; **p <0,01; ***p <0,001
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Monocyto-makrofagovy systém: Modulacéni efekt

’ Monocyty
Fagocytoza

* Mirné postexpozic¢ni snizeni fagocytarni aktivity
(pHrodo®E.coli) u THP-1 makrofagl

* Vyznamny rozdil v celkovém poctu fagocytujicich monocyt(
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Monocyto-makrofagovy systém: Modulacéni efekt
C—

Viabilita - diferenc

LepsSi preziti monoc

Zahajeni diferenciat

morfologické zmény

oproti (c) GP2 a (a)




Zavery a limitace
-

Vyznamny vliv pouzité bunécné linie — nadorové/primarni
Vyznamny vliv déleni bunéek

Vyznamny vliv velikosti a tvaru testovanych nanocastic, sterility

Nutnost individualni optimalizace dostupnych metodik v zavislosti na charakteru NMs
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