VPLYV NANOCASTIC ZELEZA NA IMUNITNU ODPOVED IN VITRO
The effect of iron nanoparticles on the immune response in vitro
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SUHRN

Nanomateridly vyrobené z oxidu Zeleza prinaSaji mnoZstvo klinicky uzitocnych
aplikacii od magnetického rezonan¢ného zobrazenia (MRI), transportu liekov na miesto
uc¢inku, magnetickej hypertermie az po in vitro diagnostiku.

Po vstupe do tela mozu nanocastice (NPS) interagovat’ s imunitnym systémom hostitel’a
a byt’ pohltené¢ bunkami mononuklearneho fagocytového systému. Interakcia medzi Casticami
a imunitnymi bunkami moéze viest' k imunosupresii alebo imunostimulacii, preto je dolezité
porozumiet’ interakciam medzi Casticami a imunitnym systémom, aby sa minimalizovali
neziaduce reakcie organizmu.

V tejto Stadii sa hodnotil vplyv NPs modifikovanych kyselinou hydroxamovou (HA),
kyselinou fosforitou (PA) (PA-PEG@Fes0s, HA-PEG@Fe30s4) a konvenénych
maghemitovych (y-Fe203) NPs na imunitni odpoved’. In vitro expozicia buniek casticiam
PA-PEG@Fe30s4 a HA-PEG@Fe30s neindukovala ziadny cytotoxicky ucinok ani zmenu
bunkovej imunitnej odpovede. Nebola potlaéena proliferacna odpoved’ T-lymfocytov,
T-zavislych B-buniek, ani fagocytova aktivita monocytov, granulocytov a respira¢né
vzplanutie fagocytov. Zmeny in vitro produkcie cytokinov, ktoré sa prejavili ako zvySené

hladiny faktoru stimulujuceho kolonie granulocytov a maktofagov (GM-CSF) a znizené



hladiny interleukinu IL-6, IL-8, interferonu-y (IFN-y) atumor nekrotizujiceho faktoru-o
(TNF-a) mozu naznacovat’ modulaciu produkcie cytokinov, hoci pozorované zmeny boli
vacsinou bez jasnej davkovej zavislosti.

Hodnotil sa aj prijem nanocastic mononukledrnymi bunkami l'udskej periférnej Krvi.
Nizka internalizacia Castic PA-PEG@Fe304 bunkami predlzuje cirkulaciu a pol¢as v krvnom
riecisku, ¢o je vysoko prospesné pre aplikaciu nanocastic ako kontrastnej latky pre MRI. Na
druhej strane su nanocastice HA-PEG@Fe304 vd’aka vysoko Gcinnej internalizacii do buniek
vhodné na in vitro oznacovanie buniek.

Interakcie nanocastic Zeleza s l'udskymi bunkami predstavuji komplexny problém,
ktory je potrebny aj nadalej riesit. Cielom je ziskat nové, ucinné a bezpecné latky pre

diagnostiku a terapiu zavaznych ochoreni vratane rakoviny.
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Respiracné vzplanutie, Cytokiny
Abstract

Superparamagnetic iron oxide nanoparticles can bring many clinically useful
applications as contrast agents for magnetic resonance imaging, magnetically targeted carriers
in drug delivery systems, magnetic hyperthermia or in vitro diagnostics.

Once NPs enter the body, they can interact with the host’s immune system and be
engulfed by cells of the mononuclear phagocyte system. The interaction between the particles
and the immune cells may result in immunosuppression or immunostimulation. Therefore, it
is critical to understand the interactions between the particles and the immune system to
minimize the undesirable reactions of the organism. In this study, the effect of NPs modified
with phosphonic acid- (PA) and hydroxamic acid (HA) (PA-PEG@Fe304, HA-PEG@Fe304)
and conventional maghemite (y-Fe2Os) NPs on the immune response was assessed. In vitro
exposure to PA-PEG@Fe304 and HA-PEG@Fe3Os NPs did not induce cytotoxic effect not
even changes of cellular immune response. Proliferation activity of T-lymphocytes, T-
dependent B-cell response, phagocytic activity of monocytes, granulocytes and respiratory
burst of leukocytes, were not altered.

Changes in in vitro production of cytokines displayed as increased levels of granulocyte
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) and suppressed levels of interleukin IL-6,
IL-8, interferon-y (IFN-y) and tumor necrosis factor-a. (TNF-a) might indicate modulation in
cytokine production however without clear dose-dependence.



Moreover, cellular uptake of NPs into mononuclear cells of human peripheral blood was
assessed. Low cell internalization of PA-PEG@Fe304 NPs prolongs circulation and half time
in bloodstream what is higly beneficial for NP application as contrast agent for MRI. On the
other hand, internationalization of HA-PEG@Fe304 NPS into cells is highly suitable for in
vitro cell labelling.

Interaction of iron oxide NPs with human cells is complex problem need to be further
studied with the aim to obtain new, efficient and safe diagnostic and therapeutic compounds

for treatment of serious diseases including cancer.

Key words: Nanoparticles of iron oxide, Cytotoxicity, Immunotoxicity, Phagocytosis,
Respiratory burst, Cytokines

Uvod

Nanotechnologie st vo svete vel'mi aktualne a maju velky potencial v buducnosti.
Siroké moznosti ich vyuZitia nas velmi zaujali a preto sme si vybrali tito tému. Ciefom
inovacénych nanotechnologii je vyvinut’ malé, monodisperzné nanocastice s nizkou toxicitou.
Nedavno sa zistilo, Ze superparamagnetické nanocastice (NPs) oxidu zeleza s vysokou
magnetizaciou a velkym Specifickym povrchom interaguju s bunkami. Tym sa rozsirilo ich
vyuzitie v medicine a biotechnologii vo forme kontrastnych latok pre zobrazovanie
magnetickou rezonanciou (MRI), magneticky znacenych nosi¢ov pre transport liekov,
magnetickej hypertermie az po in vitro diagnostiku.

Po vstupe do tela mozu NP interagovat’ s imunitnym systémom hostitel'a a byt pohltené
bunkami mononuklearneho fagocytového systému. Interakcia medzi ¢asticami a imunitnymi
bunkami moze viest’ k imunosupresii alebo imunostimulécii, co méZe zvysit’ alebo zniZit' ich
liecebné ucinky. Je vel'mi dolezité vediet, ako bude reagovat’ na§ imunitny systém na Castice
eSte pred ich podanim do organizmu. To je dovod, preco sa robila tato Studia bezpecnosti
novosyntetizovanych NP oxidu zeleza in vitro. Cielom bolo, aby sme lepsie porozumeli
interakcidm medzi Casticami a imunitnym systémom a tak minimalizovali neziaduce reakcie
na Castice.

Nasa stadia sledovala imunitnu odpoved’ na novosyntetizované Castice vytvorené v
Ustave makromolekulovej chémie CAV. Jedna sa o nanocastice oxidu Zeleza modifikované
polyetylénglykolom (PEG), kyselinou fosforitou (PA) a kyselinou hydroxamovou (HA):
PA-PEG@Fe304 a HA-PEG@Fes0s, Specificky povrchovo upravené tak, aby dosiahli ¢o

najlepsiu biokompatibilitu. Cielom prace bolo zistit’ internalizaciu nanocastic do buniek.



V d’alsom kroku otestovat’ cytotoxicitu a vplyv Specificky upravenych magnetickych NP
oxidu zeleza na imunitnu a zapalovi odpoved’ buniek T'udskej periférnej krvi in vitro.
Specifickymi cie’mi bolo zhodnotenie vplyvu NP na $pecificki a nespecifickd imunitni
odpoved’” pomocou panelu testov. Hodnotil sa najmd vplyv na proliferaéna funkciu
lymfocytov, vplyv na fagocytovu aktivitu a respiracné vzplanutie leukocytov. TaktieZ sa
sledovala protilatkova imunita a zapalova odpoved pomocou in vitro produkcie cytokinov.
Merali sa hladiny faktora stimulujiiceho granulocyty a makrofagy (GM-CSF), faktora
nekrotizujuceho nadory (TNF)-a, interleukinu (IL)-6, IL-8 a interferonu (IFN)-y.

Material a metody

Magnetické nanocastice FezOs (s priemerom 12 nm) sa pripravili tepelnym rozkladom
Fe-oleatu. Pre dosiahnutie koloidnej stability, dispergovatelnosti vo vode a bunkovom
kultivaénom médiu boli NP modifikované polyetylénglykolom (PEG), kyselinou fosforitou
(PA) a kyselinou hydroxamovou (HA). Vysledkom postupu boli nanocastice PA-PEG@Fe304
a HA-PEG@Fes30s. Polydisperzné vy-Fe;O3 nanocastice (priemer 6 nm) sa ziskali
konvenénym sposobom koprecipitacie a slizili ako kontrola (1). Testované nanocastice sa
nariedili v kultivaénom médiu na koncentracie: 0,12; 0,6; 3; 15a 75 pg/ cm2 , tj. 0,17; 0,85;
4,24; 21,21 a 106 ng / ml a pridali sa k bunkam.

V stadii sa sledoval obsah internalizovaného Zeleza pomocou atomovej absorpénej
spektrometrie (AAS). Ddlezitou ¢astou bolo hodnotenie imunotoxicity a cytotoxicity
pomocou proliferacnej aktivity lymfocytov (kvapalinova scintilacia), in vitro produkcie
cytokinov (ELISA), fagocytovej aktivity arespiracného vzplanutia leukocytov (prietokova
cytometria). Detailné informacie o pouzitych materidloch a metddach st popisané v publikacii

).

Vysledky
Obsah internalizovanych NP v bunkach

Koncentracia Zeleza ako indikatora internalizovanych NP v bunkach bola analyzovana
pomocou AAS. Obmedzenie metddy spofiva v tom, ze meria internalizované ale aj
povrchovo adherované castice.

V tejto Stadii bol obsah internalizovanych a povrchovo adherovanych nanocastic

HA-PEG@Fe304 v mononuklearnych bunkach l'udskej periférnej krvi 72 pg Fe na bunku, ¢o



predstavuje priblizne dvojnasobni hodnotu v porovnani s konven¢nymi ¢asticami y-Fe2O3 (38
pg Fe na bunku) a PA-PEG@Fe304 ¢asticami (25 pg Fe na bunku). Nizka internalizacia astic
PA-PEG@Fe304 bunkami predlzuje cirkulaciu a polcas rozpadu v krvnom obehu, ¢o je
vyhodné pri aplikacii ako MRI kontrastnej latky (1).

Hodnotenie cytotoxicity

Zhodnotenie cytotoxicity je dolezité pre stanovenie netoxickych koncentracii NP
oxidu zeleza pre nasledné hodnotenie imunotoxicity. Po 24 a 72 hodindch inkubéacie sa
nezistili ziadne vyznamné cytotoxické ucinky castic PA-PEG@Fe30s, HA-PEG@Fe304 a vy-
Fe,03 (0,12—75 pg/cm?) na Tudské periférne krvné bunky. Nizka koncentracia ¢astice HA-
PEG@Fe30s zvysila proliferaciu krvnych buniek (Graf ¢. 1), avSak stimuldcia bazalnej
proliferacnej bunkovej aktivity bola vyznamnd len v kultirach vystavenych nizkej

koncentracii ¢astic HA-PEG@Fes0s (0,12 pg / cm?) pocas 72 hodin.

Prolifera¢na odpoved’ Pudskych periférnych T-lymfocytov a T-zavislych B-buniek

Proliferacia T-lymfocytov a T-zavislych B-buniek bola hodnotena po stimulécii
lymfocytov fytohemaglutininom (PHA), konkanavalinom (Con A) a pokeweed mitogénom
(PWM) v kultarach periférnej krvi po 24 a 72 hodinovej expozicii y-Fe203, PA-PEG@Fe304
a Castice HA-PEG@Fe304 (Graf ¢. 2 a-c). Bez ohl'adu na pouzity mitogén, PA- a HA-
PEG@Fe304 ¢astice v celom koncentraénom rozsahu (0,12-75 pg/cm?) a v oboch &asovych
intervaloch vyznamne neovplyvnili proliferaénd odpoved lymfocytov. Jediné vyznamné
potlacenie proliferacnej aktivity T-lymfocytov sa pozorovalo v kultirach oSetrenych y-Fe2O3

NPs (75 pg/cm?) po¢as 72 hodin pri stimulacii Con A (Graf &. 2b).

Hodnotenie produkcie cytokinov

Hodnotenie in vitro produkcie cytokinov po 48 hodinovej expozicii NPs v
supernatantoch bunkovej kultiry ukazalo, ze vysoké koncentracie HA-PEG@Fe304, PA-
PEG@Fes04 a y-Fe203 NPs stimulovali produkciu cytokinu GM-CSF v bunkovych kultirach
aktivovanych PHA mitogénom (Graf ¢. 3a). Na rozdiel od toho, produkcia GM-CSF v
supernatantoch buniek exponovanych strednej davke PA-PEG@FesOs (3 pg/cm?) bola
potlacena.

V supernatantoch z kultir oSetrenych nanocasticami neboli dokazané Ziadne vyznamné

zmeny v produkcii IL-6 oproti kontrolam (Graf ¢. 3b).



Produkcia IL-8 bola vyznamne potlacena po inkubacii s vysokou koncentraciou
HA-PEG@Fe30s (75 pg/em?) v kultarach stimulovanych PHA (Graf & 3c). Podobne
koncentracia 15 pg/cm? PA-PEG@FesOs vyznamne znizila produkciu IL-8 chemokinu v
PWM- stimulovanych kultarach; zmeny nezaviseli od davky.

V supernatantoch bunkovych kultir stimulovanych PHA a vystavenych strednej davke
astic PA-PEG@Fe304 (3 pg/cm?) a vyssej davke astic HA-PEG@Fes04 (15 ng/cm?) boli
zistené signifikantne znizené hladiny prozapalového cytokinu IFN-y (Graf ¢. 3d).

Hladiny TNF-a boli vyznamne potla¢ené v bunkovych kultirach vystavenych 15 - 75
pg/cm? nanocastic HA-PEG@Fe30s a stimulovanych PHA (Graf &. 3e). Okrem toho
produkcia TNF-a bola vyznamne znizena v kultarach stimulovanych PWM po expozicii HA-
PEG@Fes04 (3 a 5 pg/cm?). Tato redukcia bola zavisla od davky v kultarach vystavenych
nanocasticiam PA-PEG@Fe30a.

Hodnotenie fagocytovej aktivity

Fagocytova aktivita monocytov bola vyznamne potlacend iba v bunkovych kulturach
vystavenych strednej davke y-Fe203 (15 pg/cm?) inkubovanych 24 hodin (Graf ¢. 4a). Po 48
hodinach inkubécie bolo potlacenie fagocytovej aktivity monocytov zdvislé od davky este
vyraznejSie aviditelné uz pri nizSej koncentracii y-Fe2Os NPs. Respiraéné vzplanutie
fagocytov bolo vyznamne znizené aj pri vystaveni nizkej davke y-Fe,Os NPs (0,12 pg/cm?)
pocas 24 hodin (Graf ¢. 4c). Ked'ze tento u¢inok nebol zisteny po 48 hodinach expozicie,
povazujeme tento nalez za nevyznamny. Pri expozicii buniek nanocasticiam PA-PEG@Fe304
a HA-PEG@Fe304 neboli zistené ziadne vyznamné zmeny vo fagocytovej aktivite monocytov,
granulocytov, ani v respiratnom vzplanuti leukocytov, okrem vysokej koncentracie 75 pg
PA-PEG@Fes04/cm? (48 h), ktora zvysila fagocytovu aktivitu granulocytov (P=0,05) (Graf &.
4a-c). Tieto zistenia ukazuji, ze PEGylované nanocastice FesOs nemali Ziadny vplyv na

fagocytovu aktivitu profesionalnych fagocytov.

Diskusia

V tejto Stadii sa hodnotil vplyv PA-PEG@Fe304, HA-PEG@Fe304 NPs a konvenénych
maghemitovych (y-Fe20z) NPs na imunitnii odpoved’. Sledoval sa aj obsah internalizovaného
zeleza do mononuklearnych buniek Tudskej periférnej krvi. Funkéné skupiny (kyselina
fosforitd alebo hydroxamova) v polymérnom obale vyznamne ovplyvnili prijem Ccastic
bunkami. Nami zistené internalizované mnozstvo zeleza do buniek bolo omnoho vysSie v

porovnani s nalezmi inych autorov. Obsah Fe v Tudskych pltacnych diploidnych



embryondlnych bunkach HEL 12469, ktoré boli inkubované s Casticami Fe3Os obalenymi
oleatom sodnym dosahoval 9,7 pg Fe na bunku, pre NPs PEG@Fez30s obalené oleatom
sodnym 3,7 pg Fe na bunku a pre Fe3Os NP obalené¢ PEG a oledtom sodnym 2,2 pg Fe na
bunku (2), zatial’ ¢o v bunkach karcindbmu pl'aic A549 bolo zistenych iba 0,1 az 0,5 pg Fe (2).
Naproti tomu v ludskych bunkach karcinomu pluc SPC-Al sa naSlo podstatne vicsie
mnozstvo (202 pg Fe/bunku) (3). Bunky RAW 264.7 podobné makrofagom znacené
nanocasticami y-Fe;O3 obalenymi dimerkaptojantarovou kyselinou obsahovali 38 pg Fe na
bunku (4). Mézeme teda predpokladat’, Zze internalizacia nanocastic do buniek je komplexnym
javom, ktory zavisi od typu buniek, ¢asu inkubéacie, povrchovych chemickych zloziek Castic a
naboja. Nizka internalizacia Castic PA-PEG@Fe30s bunkami predlzuje cirkulaciu a poléas
rozpadu v krvnom obehu, ¢o je vyhodné pri aplikacii ako MRI kontrastnej latky.

V dalSej casti sme hodnotili biologickil bezpe¢nost’ Castic. Zacali sme hodnotenim
cytotoxicity. Nezistili sme Ziadne vyznamné cytotoxické UCinky castic y-Fe20s,
PA-PEG@Fes0s a HA-PEG@Fes0s (0.12-75 pg/cm?) na ludské periférne krvné bunky.
Podobné vysledky pozorovali Yan et al. a Laskar et al. (5-6), ked’ zistili, ze NPs oxidu zeleza
vyznamne neovplyvnili Zivotnost’ Jurkat buniek (bunky l'udskej T-bunkovej leukémie) ani
U937 (bunky Tl'udského histiocytového lymfomu) a THP1 buniek (bunky Tudskej akutnej
monocytovej leukémie). Podobne NPIO nanocastice obalené amino-PVA neovplyvnili
zivotnost’ I'udskych imunitnych buniek (7), zatial' ¢o negativne nabité Castice oxidu zeleza
obalené¢ kyselinou polyakrylovou, pozitivne nabité cCastice oxidu zeleza obalené
polyetyléniminom, a neutrdlne PEG-potiahnuté Castice oxidu zeleza vykazovali nizku toxicitu
voc¢i I'udskej monocytovej bunkovej linii (8). Na druhej strane Rajiv et al. (9) pozorovali
pokles zivotnosti 'udskych lymfocytov vystavenych y-Fe>O3z, C0304 a inym cCasticiam. Tieto
kontroverzné vysledky nie st prekvapujuce, pretoze vysledky hodnotenia cytotoxicity zavisia
v prvom rade na pouzitom teste. Po druhé, vysledky zavisia od velkosti Castic, tvaru, obalu,
naboja a bunkového modelu pouzitého na testovanie.

Hodnotenie vplyvu testovanych nanocastic na proliferatnu aktivitu T-lymfocytov,
T-zavislych B-lymfocytov, fagocytovl aktivitu a respiraéné vzplanutie fagocytov neukézalo
ziadne vyrazné UCinky na funkciu imunitnych buniek. Podobny nevyrazny vplyv na imunitnt
odpoved’, ako v nasich vysledkoch, bol zisteny u nanocastic oxidu zeleza stabilizovanych
dextranom vyvinutych pre hypertermiu (10).

Predpokladame, Ze pozorovana stimulacia produkcie cytokinu GM-CSF bola sposobena
kompenzaénym obrannym mechanizmom, ktory zvysil pocet buniek likvidujucich castice.

Uvolnovanie cytokinu GM-CSF vyluCovaného makrofagmi, T-bunkami, NK-bunkami a



d’alSimi bunkami viedlo k produkcii granulocytov a monocytov. Na rozdiel od zvySenej
produkcie GM-CSF po expozicii vysokym koncentraciam y-Fe>Os, PA-PEG@Fez04 a HA-
PEG@Fe304, produkcia GM-CSF v supernatantoch buniek exponovanych strednej davke PA-
PEG@Fe304 (3 png/cm?) bola potladena a to limituje jednoznaénost’ takéhoto zaveru.

Na druhej strane pod vplyvom vysokej davky HA-PEG@Fe3Os NP a strednej davky
PA-PEG@Fe304 bola potlacena produkcia IL-8, ktory je vylu¢ovany hlavne makrofagmi a
posobi ako neutrofilny chemotakticky faktor. Supresia produkcie IL-8 pod vplyvom
PA-PEG@Fe304 nebola jasne zavisla od davky.

Signifikantne znizena bola aj hladina prozapalového cytokinu IFN-y, ktory je
produkovany hlavne makrofagmi. Produkcia IFN-y, ktory je silnym aktivatorom makrofagov
a induktor expresie MHC Il (hlavny histokompatibilny systém), bola vplyvom castic
potlacend nezavisle od davky castic. Vyraznej$i ucinok strednych davok castic PA-
PEG@Fe30s a HA-PEG@Fe3O4 na produkciu IFN-y mozno pripisat réznym pomerom
povrchu k objemu castic v jamke pri roznych koncentraciach castic. Inak povedané, so
zvysujucou koncentraciou NP v jamke moze dochadzat’ k agregacii NP a nedochadza k ich
interakcii s bunkami.

Dalej sme sledovali supresiu produkcie TNF-o v kultdrach exponovanych
HA-PEG@Fe30s NP aj PA-PEG@Fe304 NP. TNF-a je produkovany hlavne aktivovanymi
makrofagmi ako aj inymi typmi buniek, napr. CD4 lymfocytmi, NK bunkami a neutrofilmi.
Okrem toho je aj bunkovy signalny protein, ktory hra tlohu pri vzniku systémového zapalu v
organizme.

Literatara popisujuca vplyv Castic oxidu Zeleza na sekréciu cytokinov sa v zaveroch lisi.
Niektoré prace neuviedli Ziadny vplyv nanocastic oxidu Zeleza na produkciu prozapalovych
cytokinov TNF-a, IL-6 a IL-1B (11). Iné prace popisali schopnost’ NP oxidu Zeleza sposobit’
od davky zavisla, LPS indukovanu supresiu aktivacie nuklearneho faktora-xB a supresiu
produkcie prozapalovych cytokinov v in vitro kulttrach 'udskych monocytov (11). Zmenena
sekrécia cytokinov bola tieZ zistena v l'udskych imunitnych bunkach vystavenych casticiam
oxidu zeleza obaleného amino-PVA (7). V bunkach U937, THP1 a v primarnych monocytoch,
ktoré boli vystavené NP oxidu Zeleza, bola pozorovand zvysenad sekrécia TNF-a, IL-10 a

potlacena sekrécia IL-6 (6, 12).

Zaver



Hodnotenie  cytotoxicity,  imunotoxicity = a  prijmu  novosyntetizovanych
monodisperznych PEGylovanych magnetickych NP primarnymi Tudskymi periférnymi
krvnymi leukocytmi prienieslo sl'ubné vysledky.

Nizka internalizacia Castic PA-PEG@Fe304 bunkami predlzuje cirkulaciu a polcas v
krvnom rie¢isku, ¢o je vysoko prospe$né pre aplikaciu nanocastic ako kontrastnej latky pre
MRI. Na druhej strane st nanocastice HA-PEG@Fe304 vd’aka vysoko G¢innej internalizacii
do buniek vhodné na in vitro oznacovanie buniek.

In vitro expozicia buniek ¢asticami PA-PEG@Fe304 a HA-PEG@Fe304 neindukovala
ziadny cytotoxicky ucinok ani zmenu bunkovej imunitnej odpovede. Nebola potlacena
prolifera¢na odpoved’ T-lymfocytov, T-zavislych B-buniek, fagocytova aktivita monocytov,
granulocytov ani respiracné vzplanutie fagocytov. Zmeny in vitro produkcie cytokinov, ktoré
sa prejavili ako zvySené hladiny GM-CSF a znizené hladiny IL-8, IFN-y a TNF-a mo6zu
naznacovat’ moduléciu produkcie cytokinov, hoci pozorované zmeny boli vi¢Sinou bez jasne;j
davkovej zavislosti.

Interakcie magnetickych PEGylovanych nanocastic zeleza s I'udskymi bunkami a ich
toxicita predstavuju zloZity a komplexny problém, ktory je potrebny aj nad’alej riesit’. Ciel'om
je dosiahnut’ uspesny vysledok a ziskat’ nové, U¢inné a bezpecné latky pre diagnostiku a

terapiu zavaznych ochoreni vratane rakoviny.
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Nazvy a legendy obrazkov a grafov

Obrazok ¢.1. TEM mikrofotografie nanocastic

(a) PA-PEG@Fe304, (b) HA-PEG@Fe304 a (c) y-Fe»03 nanocastice
Figure 1. TEM micrographs of nanoparticles

(a) PA-PEG@Fe304, (b) HA-PEG@Fes;04and (c) y-Fe.O3 nanoparticles




Graf ¢. 1 Proliferaéna odpoved’ nestimulovanych buniek v Pudskej periférnej krvi

exponovanych nanocasticiam
Figure 1 Proliferative response of non-stimulated human peripheral blood cells exposed

to nanoparticles

Proliferacia bola merana ako inkorporacia *H-tymidinu (*Tdr) do replikujucich sa buniek. Vysledky
boli vyjadrené ako priemerny pocet zableskov za mintitu (cpm) na kultiru meranych scintilaénym
spektrofotometrom. Stipce zobrazuju priemerny poéet cpm za skupinu + stredna chyba priemeru

SEM). Statisticka vyznamnost’: *p <0,05.
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Graf ¢.2a-c Prolifera¢na odpoved’ T-lymfocytov a T-zavislych B-buniek v 'udskej
periférnej krvi

Figure 2a-c Proliferative response of T-lymphocytes and T-dependent B-cell human
peripheral blood

Proliferacia bola merana ako inkorporacia *H-tymidinu (*Tdr) do replikujucich sa buniek. Bunkové
kultary boli in vitro stimulované pomocou (a) fytohemaglutininu (PHA), (b) konkanavalinu A (Con A)
a (c) pokeweed mitogénu (PWM), CYF-cyklofosfamid. Vysledky boli vyjadrené ako priemerny pocet
zébleskov za minatu (cpm) na kultiru meranych scintilaénym spektrofotometrom. Stipce zobrazuju
priemerny pocet cpm za skupinu + stredna chyba priemeru (SEM). Statisticka vyznamnost: *p <0,05,

**n<0,01, and ***p<0,001.
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Graf ¢.3a-e In vitro produkcia cytokinov

Figure 3a-e In vitro production of cytokines

Cytokiny boli merané pomocou ELISA: (a) faktor stimulujuci kolonie granulocytov a makrofagov
(GM-CSF), (b) interleukin-6 (IL-6), (c) interleukin-8 (IL-8), (d) interferon-y (IFN-y) a (e) faktor
nekrotizujuci nadory-a (TNF-a)) v supernatantoch bunkovych kultar periférnej 'udskej krvi po
stimul4cii fytohemaglutininom (PHA) a pokeweed mitogénom (PWM). Stipce oznauju priemerné
hodnoty skupin + stredna chyba priemeru Statisticka vyznamnost’: *p <0,05, **p<0,01, and
***n<0,001.
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Graf ¢&. 4a-c Fagocytova aktivita a respira¢né vzplanutie leukocytov

Figure 4a-c Phagocytic activity and respiratory burst of leukocytes

Percento (a) fagocytujucich monocytov, (b) granulocytov a (c) respira¢ného vzplanutia fagocytov
v periférnej P'udskej krvi boli merané pomocou prietokovej cytometrie. CYF-cyklofosfamid. Stipce

oznaduju priemerné hodnoty skupin + stredna chyba priemeru (SEM). Statisticka vyznamnost’: *p

<0,05, **p<0,01, and ***p<0,001.
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