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TOXIKOKINETIKA A BIOLOGICKE
INTERAKCE UHLIKOVYCH
NANOMATERIALU

Chovani uhlikovych nanomateriald (CNM) v biologickych systémech je ovliviiovano mnoha
faktory a prozatim neumoznuje formulaci ucelenéjsich zavéra. Konecny toxicky/terapeuticky
ucinek CNM silné zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech, aplikacnich (expozicnich)
cestach, charakteru distribuce v organismu, zptisobech prostupu ¢astic do intracelularniho
prostfedi a na mechanismech indukce bunééné toxicity. Uvedené faktory moduluji interakce
CNM s bunéénymi membranami, bunécénou internalizaci a interference s bunéénymi funk-
cemi. Z pohledu toxikokinetiky mohou CNM zasahovat do vSech hlavnich pochodi, které
ovliviuji osud xenobiotik v organismu (absorpce, distribuce, kumulace, biotransformace
a eliminace).

2.1 FYZIKALNE-CHEMICKE VLASTNOSTI

Usporadani atomil v nanocasticich (krystalicka struktura) vyznamné ovliviiuje funkénost
CNM.! Podle krystalické struktury lze rozlisit sférické CNM (napiiklad fullereny a nano-
diamanty), jednorozmérné CNM (napiiklad CNT), dvojrozmérné CNM (naptiklad grafen)
a trojrozmérmé CNM (napiiklad nanodiamanty a grafit).2

Velikost a povrch ¢astic vyznamné modifikuji jejich absorpci, distribuci, kumulaci, bio-
transformaci a eliminaci. Velikost ¢astic determinuje prostup CNM do systémové cirkulace
po vsech formach expozice, mimo aplikaci nitrozilni (v ptipadé agregace ¢astic je determinu-
jicim faktorem velikost agregatli). Mensi ¢astice maji obecné vys$si miru translokace s vyssi
biologickou dostupnosti. Po vstupu do systémové cirkulace jsou ¢astice s prumérem veét-
$im nez 2 um separovany plicnimi kapildrnimi cévami. Mensi Castice se distribuuji do tkani
a organu (mimo kostni dfen) a velmi malé ¢astice s primérem pod 100 nm vstupuji (vedle
ostatnich tkani a organti) i do kostni dfené.23

Vlastnosti povrchu CNM, reprezentované piedevsim nabojem, hydrofilitou/hydrofobitou
a funk¢énimi skupinami, ur¢uji charakter jejich interakei s biologickymi systémy. Ty mohou
mit povahu elektrostatickych ¢i hydrofobnich interakei, vodikovych vazeb nebo n—m inter-
akei.*’ Vysoka interakéni aktivita miZe vyznamné omezovat prostup a chovani ¢astic CNP
v biologickém systému.

Povrchovy naboj vyznamné urcuje miru translokace ¢astic do intracelularniho prostredi.
Kladné nabité ¢astice jsou translokovany snadnéji nez ¢astice neutralni ¢i ¢astice zaporné
nabité. Povrchovy naboj ovlivituje rovnéz vazbu ¢astic na plazmatické proteiny, jejich prinik
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hematoencefalickou bariérou a jejich interakce s krevnimi buitkami (hemolyzu a agregaci
krevnich desti¢ek).6 Pozitivni povrchovy naboj byva ¢asto spojovan s toxickymi projevy
a prozanétlivym potencialem. Bylo prokazano, ze vyssi hustota pozitivniho povrchového
naboje tizce souvisi s oxidaénim stresem, mitochondrialni dysfunkci a produkei IL-8.7:8

Rovnéz tvar ¢astic vyznamné modifikuje proces jejich pfestupu pres bunéénou membranu
do intracelularniho prostiedi (endocytdzu).® Rtizné tvary &astic jsou pohlcovany odlisnymi
zpusoby, pficemz endocytéza sférickych CNM je obecné rychlejsi nez endocytdza jinych
tvart (ty¢inky, platy nebo hranoly).® Tvar ma vliv i na variabilitu distribuce absorbovanych
¢astic v organismu. Napfiklad fullereny (kulaty tvar) a CNT (tubularni tvar) sice vykazuji
podobny distribuc¢ni obraz, avsak lisi se charakterem kumulace v retikuloendotelidlnim sys-
tému (RES). Oxidované vicesténné uhlikové nanotrubice (MWCNT) a oxid grafenu (GO)
s velmi podobnymi povrchovymi funkcemi prezentuji zcela odlisné distribuéni obrazy.”-10
Tvar Castic ma rovnéz vliv na toxicitu. Napiiklad MWCNT (na rozdil od sférickych Castic)
jsou schopny blokovat autofagicky tok.!! Expozice makrofagh RAW246.7 nano¢asticim sazi
(carbon black) a nanografitu vyvolala apoptézu a nekrozu, zatimco MWCNT tento efekt
nevykazaly.12:13

Povrchova modifikace/funkcionalizace (kovalentni a nekovalentni formy) se ¢asto pou-
ziva k ovlivnéni biologickych vlastnosti/stability, biokompatibility, biologické rozlozitelnos-
ti, farmakokinetiky, distribuce, kumulace a toxicity CNM. Povrch mtze byt modifikovan
Sirokou $kalou atomii a molekul, v¢etné polymerti.2 Mezi typické modifikatory lze zatadit
kovy, napt. sttibro, zlato, dale polyethylenglykol (PEG), fluorescen¢ni sondy, kyselinu ethy-
lendiamintetraoctovou (EDTA) atd.!4.13

Tvorba korony pfedstavuje spontanni adsorpci biomolekul, zejména proteinti, na povrch
CNM.!¢ Proteinova korona se muze skladat ze stovek proteint, které méni velikost CNM,
jejich naboj, morfologii, stav agregace a charakter interakci s jinymi molekulami. Témito
cestami muze korona ovliviiovat absorpci, distribuci, kumulaci, biotransformaci i eliminaci
CNM.!7 Kromé uvedenych typickych toxikologickych deskriptorti mtize proteinova korona
vyznamné ovliviiovat i aktivitu imunitniho systému (aktivaci komplementu) a koagulaci.!8-20

Mezi dalsi dulezité faktory, které ovlivituji chovani CNM v biologickych systémech, patfi
agregace, povrchova energie, chemicka reaktivita a biologické prostredi (pH, iontova sila,
viskozita a anorganické ¢i organické slouceniny), stabilita ¢astic, mezimolekuldrni interakce,
tvorba komplext, proces pfenosu naboje a konformacni zmény biologickych makromolekul
pfi interakcich s ¢asticemi.”-2!

2.2 APLIKACNI (EXPOZICNIi) CESTY A DISTRIBUCE
V ORGANISMU

Mira a intenzita toxického ti€¢inku CNM uzce souvisi s velikosti davky a formou expozice.
Zakladnimi expozi¢nimi formami, které ptichdzeji v zivotnim (pracovnim) prosttedi obec-
né v Gvahu, jsou inhalace, ingesce a dermalni expozice.?223 Nejéastéjsi formou medicinské
aplikace byva naproti tomu aplikace intravenozni, ktera predstavuje témét 100% biologickou
dostupnost.24

Inhalacni absorpce vede k vysoké akumulaci ¢astic v respiracnim traktu s jejich naslednou
translokaci do ptilehlych struktur (pohrudnice, poplicnice) a do systémové cirkulace. Para-
leln& dochazi k jejich eliminaci z organismu prostiednictvim mukociliarniho systému.23:26
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K absorpci a nasledné translokaci do systémové cirkulace dochazi rovnéz po peroralni expo-
zici. Po intraperitonealnim podani se ¢astice dostavaji do kontaktu s organy v dutiné biisni
a riznou mérou prostupuji do jejich tkani.2”.28

Prostup CNM do tkani zavisi na typu bunék, jejich proliferacni a regeneracni aktivité a na
obrannych mechanismech jejich povrchovych vrstev (pfitomnost povrchové aktivnich latek,
slzného filmu ¢i hlenu a pohyb fasinek).2? Nékteré tkané a organy jsou schopny ve zvysené
mife CNM vylucovat (ledviny, dychaci cesty), jiné, zejména retikuloendotelialni tkan¢, CNM
kumuluji (lymfatické uzliny, plice, slezina, jatra).3031

Hlavnim mechanismem zachytu CNM v RES je pravdépodobné opsonizace. Snizeni miry
této formy zachytu je mozné dosahnout oslabenim interakci mezi CNM a opsoniny, napiiklad
cestou redukce povrchového naboje nebo zvysenim hydrofility ¢astice.3? Jednu z nejacin-
néjsich forem funkcionalizace CNM za ucelem dosazeni proteinové rezistence piedstavuje
potazeni ¢astic PEG.3334 Vysledky studii uvadéji, ze CNM pokryté PEG cirkuluji déle a jsou
RES zachycovany méné. Dalsi dulezitou vlastnosti CNP je jejich schopnost prochazet hema-
toencefalickou bariérou.33-36

2.3 PROSTUP DO INTRACELULARNIHO PROSTREDI
A MECHANISMY BUNECNE TOXICITY

Na bunééné urovni zavisi translokace CNM do intracelularniho prostoru pfedev§im na
mife a charakteru interakci ¢astic s bunéénou membranou, které jsou, spolecné s interakce-
mi ¢astic s vnitrobunéénym prostfedim hlavnimi determinujicimi faktory bunécné toxicity
a genotoxicity.6-37

Mezi nejznamg;jsi formy internalizace nanocastic jsou fazeny fagocytoza, makropinocyto-
za a mikropinocytdza, endocytdza zavisla na klatrinu, endocytdza nezavisla na klatrinu, endo-
cytoza zavisla na kaveolinu, difize atd.33-40 CNM tak mohou pronikat pfimo do cytoplazmy,
mohou do ni byt uvoliiovany z endozomii nebo mohou byt internalizovany do vezikul vytvo-
fenych z bunééné membrany béhem endocytdzy (endozomy, fagozomy a pinozomy).*-42

V intracelularnim prostiedi CNM interaguji s mitochondriemi, endoplazmatickym reti-
kulem a jadrem. Mohou ovliviiovat genom a interferovat se signalnimi cestami. V zavislosti
na charakteru CNM dochazi v intracelularnim prostredi k jejich modifikaci. CNM (¢i jejich
modifikované formy) jsou z bunék odstraiovany exocytézou.*3

Mezi nejznaméjsi mechanismy bunécéné toxicity (indukované CNM) patii narusovani
bunécnych membran, véetné membran organel a jadra (poskozeni bunécné integrity a funkci
organel), tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS), interakce s enzymy, zmény stability bunéc-
ného skeletu, zmény bunécného cyklu, redukce mitozy, indukce apoptozy, interakce s DNA,
indukce genové transkripce (prozanétlivé cytokiny) a epigenetickych zmén, zmény replikace
a translace, naruseni opravnych mechanismtt DNA, spusténi zanétlivé odpoveédi, sestavovani
multiproteinovych komplexi (inflamazomti), produkce prozanétlivych cytokint, uvoliiovani
alarmint a prezentace intracelularnich antigent.!2:44
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2.4 ZAVER

CNM piedstavuji vysoce heterogenni skupinu latek, jejiz ¢lenové se vyrazné odlisuji svymi
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, a hlavné chovanim v zivych organismech. Maji riznou
schopnost pronikat do organismu a tkéani, interagovat s buiikami a vstupovat do nich, ovliv-
novat bunécnou aktivitu, a jsou také rizn€ spésn¢ eliminovany z organismu, tj. nékdy miize
dochazet ke tkanové kumulaci. Velmi pestra paleta interakei s vinéjsim i vnitinim prostfedim
se tak stava zdkladem pro jejich Siroké vyuziti CNM nejen v medicing, ale i v dalSich oborech
lidské ¢innosti. Zaroven s tim je vSak nutné mit na paméti, ze CNM mohou vykazovat také
urcitou miru toxicity a vést k poSkozeni zivotniho prostfedi, flory a fauny vcetné cloveka.
V nésledujicich kapitolach bychom se obéma aspektim chtéli vénovat podrobnéji.
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ZKRATKY

16HBE
3HFWC
A549

ABCA-1
ALP

ALT
ARPE-19
AST
BAL
BEAS-2B

BMEC

BSA
BUN
Ceo
CaCo2

Caco-2
cAMP
CAT

CB

CD
CDHI1
CFU
CHCE-T
CNF
CNH
CNM
CNP
CNS
CNT
CPPED1
CT
CVD

lidska bronchidlni epitelidlni bunééna linie (human bronchial epithelial cells)
hyper-harmonizovany vodni komplex hydroxylovaného fullerenu Cy
alveolarni epitelialni buiky A549 (adenocarcinomic human alveolar basal
epithelial cells)

ATP-binding cassette transporter

alkalicka fosfataza

alaninaminotransferaza

imortalizované lidské retinalni butiky

aspartataminotransferaza

bronchoalveolarni lavaz

imortalizovana a nenadorova linie lidskych plicnich epitelidlnich bunék (bronchial
epithelial cells)

mozkové mikrovaskularni endotelialni bunky (bone marrow microvascular
endothelial cells)

bovinni sérovy albumin

blood urea nitrogen

fulleren

bunécna linie lidského kolorektalniho adenokarcinomu (human colon
adenocarcinoma cell line)

imortalizované lidské buiky kolorektalniho adenokarcinomu

cyklicky adenosinmonofosfat

katalaza

saze (carbon black)

uhlikové tecky (carbon dots)

kadherin 1

kolonie tvofici jednotku

lidské rohovkové epitelové bunky

uhlikova nanovlakna (cabon nanofibres)

uhlikové nanorohy (carbon nanohorns)

uhlikové nanomaterialy (carbon nanomaterials)

uhlikové desticky (carbon platelets)

centralni nervova soustava

uhlikové nanotrubice (carbon nanotubes)

calcineurin-like phoshoesterase domain containing 1

pocitacova tomografie

chemicka depozice z plynné faze



DAMP
DWCNT
ECs,
EEG
EKG
EPC
EPO
FBNI
FBS
FDT
FLG
FLGO
FN1
FSF1
FSH
FTT
GGT
GIT
GNP
GO
GO-DOTA

GO-QD
GP

GPCR
GQD
H2AFX
H9c2
HaCaT
HASMC
HBEC-3KT
hConECs
hCorECs
HEB
HEK-293T
HepG2
HK-2
HLF
HNEpC
hpf

HSC 2012
Hsp90
HT29
HUVEC
IARC
ICAM-1
IL
LLC-PK1
LOX-1
LPS

damage/danger-associated molecular patterns

dvousténné uhlikové nanotrubice (double-walled carbon nanotubes)
polovina maximalni u€¢inné koncentrace

elektroencefalografie

elektrokardiografie

endotelialni progenitorové bunky

eozinofilni peroxidaza

fibrilin 1

fetalni bovinni sérum

fotodynamicka terapie

vicevrstvy grafen (few layer graphene)

nékolikavrstvy grafen oxid (few-layer graphene oxide)

fibronektin

fibroblasty z kiize lidského obliceje

folikuly stimulujici hormon

fototermalni terapie

y-glutamyltransferaza

gastrointestinalni trakt

grafenové nanodesticky (graphene nanoplatelets)

oxid grafenu (graphen oxide)

oxid grafenu funkcionalizovany kyselinou 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-
-tetraoctovou

kvantové tecky oxidu grafenu (graphene oxide quantun dots)
grafenové platky

receptor sptazeny s G proteinem (G protein-coupled receptors)
grafenové kvantové tecky (graphene quantum dots)

histone family member X

kardiomyoblasty

imortalizované keratinocyty

bunky hladké svaloviny aorty (human aortic smooth muscle cells)
nenadorové bunky lidského bronchidlniho epitelu

lidské epitelové spojivkové buiky

lidské epitelové bunky rohovky

hematoencefalicka bariéra

lidské embryonalni ledvinné buiky

bunky hepatocelularniho karcinomu

dospélé lidské buiiky proximalni tubularniho epitelu

lidské plicni fibroblasty (human lung fibroplasts)

primarni buiiky lidského nosniho epitelu

hodin po fertilizaci

Hazard Communication Standard

heat shock protein 90

bunky lidského kolorektalniho adenokarcinomu s epitelialni morfologii
endotelialni bunky lidské pupecnikové zily (human umbilical vein endothelial cells)
International Agency for Research on Cancer

solubilni intercelularni adhezni molekuly 1 (intercellular adhesion molecules)
interleukin

praseci buiiky proximalniho ledvinného tubulu

lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor
lipopolysacharid



MAMP
MPO
MWCNT
MWCNT-PVP
MWCNT-TEPA
NCI-H322
NCM460
ND

NET
NF-«B
NHBE
NHDF
NIOSH
NIR
NKR-52E
NLR
NLRP3
NOD
OSHA
Ox-MWCNT
PAMP
PEG
PEG-MWCNT
PRR

PTEN

RES

rGO

RhE

ROS

RPE

RTG

SAEC
sFLG
SLGO
SOD1
SWCNT
TGF
TGFB1
TLR
T-MWCNT
TNF
VCAM-1
VEGF
Vero

Z0-1

microbe-associated molecular patterns
myeloperoxidaza
vicesténné uhlikové nanotrubice (multi-walled carbon nanotubes)

mnohovrstvé uhlikové nanotrubice funkcionalizované polyvinylpyrrolidonem

MWCNT funkcionalizované tetraetylenpentaminem
nemalobunéény bronchoalveolarni karcinom

epitelové buiky tlustého stieva

nanodiamanty

extracelularni neutrofilové pasti (neutrofil extracellular traps)
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
normalni lidské bronchialni epitelové butiky

lidské dermalni fibroblasty

National Institute for Occupational Safety and Health

blizké infracervené zareni

krysi epitelové bunky ledvin

NOD-like receptor

NOD-like receptor family pyrin domain containing 3
nucleotide-binding oligomerization domain

Occupational Safety and Health Administration

oxidované MWCNT

pathogen-associated molecular patterns

polyethylenglykol

polyetylenglykolované MWCNT

pattern recognition receptors

homolog fosfatazy a TENsinu (phosphatase and TENsin homolog)
retikuloendotelialni systém

redukovany GO

SkinEthic™ model rekonstruované lidské epidemirs

volné kyslikové radikaly (reactive oxygen species)

retindlni pigmentovy epitel

rentgenové zateni

epitelové bunky nizsich etazi dychacich cest (small airway epithelial cells)
maly vicevrstevny grafen (small few-layer graphene)
jednovrstvy grafen oxid (single-layer graphene oxide)
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





