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3 RESPIRACNIi TOXICITA

Dychaci systém je fazen k nejvyznamnéj$im cestam vstupu $kodlivin do organismu. Inhala¢ni
expozice uhlikovym nanomaterialim (CNM) muze indukovat Sirokou $kalu reakei, véetné
patologickych procesi reprezentovanych rozvojem akutniho nebo chronického zanétu s infil-
traci tkdn¢ imunitnimi buiikami a zvy$enou hladinou oxida¢niho stresu. Dalsimi piiklady
patologickych d&ju souvisejicich s expozici CNM mohou byt poskozeni genomu a rozvoj
nadorového bujeni. Dulezitym fenoménem patologickych procest je zména slozeni mikrobio-
ty dychacich cest indukovana expozici, ktera zanét a souvisejici poskozeni dale posiluje. Na
bunécné Grovni dochazi v disledku inhalacni expozice CNM k naruseni bunéénych membran,
apoptoze, poskozeni DNA, epigenetickym zménam, mitochondrialni a lysozomalni dysfunk-
ci, naruseni cytoskeletu a mitdzy, transformaci bun¢k a k formovani kolagennich deposit (fib-
rotizace) ¢i tvorbé granulomi. CNM neposkozuji pouze respiracni epitel, s nimz jsou v prvni
fazi vniknuti do dychacich cest v pfimém kontaktu, ale také podslizniéni tkan, kde se nachazi
svalovina dychacich cest a dalsi tkan¢. Ovliviuji téz slozeni surfaktantu.

Intenzita a rozsah poskozeni respiracniho systému je dan fyzikalné-chemickymi vlast-
nostmi CNM. Velikost, primér, tvar, plocha a komponenty navazané na povrch ¢astic (funk-
cionalizace) modifikuji vstup ¢astic do rtiznych regionit dychaciho systému. Zde mohou
CNM vytvartet depozita nebo mohou byt translokovany mimo dychaci cesty mechanismem
transcytozy skrze epitelové buiky (a bariéru vzduch—krev) nebo mechanismem translokace
pomoci fagocytujicich bunék. Dalsi moznosti jejich translokace je mukociliarni ¢i fagocytarni
clearance. Penetracni potencial maji hlavné vlaknité nanocastice, které se pomérné snadno
dostavaji do pleury, lymfatickych uzlin, jater, ledvin, kardiovaskularniho systému a mohou
vyvolavat fadu organovych onemocnéni.!= Nékteré CNM ve tkanich perzistuji; prikladem
muze byt grafen, ktery zstava deponovan ve tkanich delsi dobu nez jeho oxidované formy,
které jsou snaze rozlozitelné enzymy exprimovanymi neutrofily (naptiklad myeloperoxidaza)
&i oxidaénimi procesy.*

Bylo uvedeno, ze CNM mohou vyvolavat nezadouci reakce akutniho ¢i chronického cha-
rakteru. Z tohoto divodu jsou nékteré z nich v pracovnim prostiedi povazovany za rizikové.?
V roce 2013 vydal National Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH) bulletin,
v némz shrnuje vysledky padesati ¢tyf in vivo studii, ve kterych byla experimentalni zvitata
exponovana jednovrstevnym (SWCNT) a vicevrstvyym (MWCNT) nanotrubicim. Expozice
vyvolavaly lokalni i systémovou odpoveéd, ktera zahrnovala zanét, tvorbu granulomti a plicni
fibrézu.® V roce 2014 klasifikovala International Agency for Research on Cancer (IARC)
MWCNT-7 jako skupinu 2B, tedy jako potencialni lidsky karcinogen.”
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3.1 IN VITRO STUDIE

In vitro pokusy testujici respiracni toxicitu byly doposud nejcastéji provadény na primarnich
bronchialnich epitelovych bunkach, alveolarnich epitelovych buikach, rezidentnich imunit-
nich bunkach a na vrstvach, které chrani sliznici dychacich cest (naptiklad na surfaktantu).
Vétsina téchto studii prokazala toxické uc¢inky CNM v podob¢ indukce zanétu a senescence,
zvyseni hladiny oxidac¢niho stresu, poskozeni DNA, epigenetickych zmén a zmén v proteo-
mu a lipidomu. Nejcastéji testovanymi CNM jsou grafen, oxid grafenu (GO) a jeho derivaty,
uhlikové nanotrubice (CNT) a uhlikové nanorohy (CNH).

Autofti Frontifian-Rubio et al. testovali na normalnich lidskych bronchialnich epitelovych
bunkach (NHBE) a na nadorovych bunkach lidského plicniho karcinomu (A549) toxicitu
GO, vicevrstevného grafenu (FLG) a malého vicevrstevného grafenu (sFLG). Jiz po Sesti
az dvaceti ¢tyfech hodinach indukovala expozice CNM cetné bunééné nekrozy a apoptozy.
Cytotoxicita se zvySovala po dobu sedmi dni, 90% tGmrtnosti bun¢k bylo dosazeno pii kon-
centracich 5 pg/ml. Jako rezistentnéj$i viiéi expozici se jevila bunééna kultura A549.8

V jinych studiich hodnotily tymy vedené Nafischem Nasirzadehem a Srikanthem Val-
labanim toxicitu grafenu a GO na dvou typech bunék dychacich cest. Jednalo se o bunéc-
nou linii A549 a nenadorovou plicni epitelovou bunécénou linii (BEAS-2B). V obou studiich
byla potvrzena cytotoxicita obou testovanych CNM. Toxicita byla zavisla na vysi a délce
expozice. Inhibi¢ni koncentrace grafenu (IC,) byla 40653 ng/ml, koncentrace bez u¢inku
0,059 pg/ml.%10

Hodnoceni cytotoxického ucinku derivatt grafenu vici bunkam respiracniho traktu se
vénovala i skupina autort Mittal et al. Ve svém experimentu porovnavala cytotoxicky G¢inek
GO, teplem redukovaného GO a chemicky redukovaného GO na BEAS-2B a A549 bunécné
linie. I tato skupina autorti prokazala zavislost miry respiracni toxicity na fyzikalné-chemic-
kych vlastnostech CMN. Vyssi toxicitu vykazovaly ¢astice s redukovanou lateralni velikosti
a vysSim poctem funkénich skupin. Zajimavym poznatkem bylo zjisténi, ze razné typy GO
indukuji rozdilné typy bunécné smrti. Smrt byla ve vétsiné pfipadi vyvolana zvysenou hla-
dinou oxidacniho stresu. Jako senzitivnéjsi se v téchto experimentech jevila bunécna linie
A549.11

Velmi dtlezitou kapitolu v testovani respiracni toxicity CNM tvoii experimenty s CNT.
Napftiklad autofi Azari et al. studovali toxicitu kratkych a dlouhych MWCNT (8-26 nm
a2,11-7,20 pm) a grafitu viici bunécné linii A549. Oba typy MWCNT vykazovaly cytotoxi-
citu jiz od koncentrace 8 pg/ml, zatimco u grafitu byla hrani¢ni koncentrace 16 pg/ml. Auto-
fi nalezli vyznamné zvysSené Grovné oxidacniho stresu a peroxidace lipidt. Oba ukazatele
grafit.!2 Ve studii Barthel et al. byla testovana toxicita dvou typd MWCNT (NM-403 a Mit-
sui-7) vi¢i bunééné linii BEAS-2B. Buiiky byly exponovany koncentracim 0,125-1 pg/cm?
po dobu Sesti tydnt. Jiz po ctyfech tydnech expozice indukovaly oba typy MWCNT nevrat-
né morfologické zmény, epitelidlni mezenchymalni tranzici, mitotické abnormality a tvorbu
mikrojader.!3

Poné¢kud odlisné vysledky prezentovali Phuyal et al. Ani tfinactitydenni expozice nena-
dorovych bunék lidského bronchialniho epitelu (HBEC-3KT) MWCNT (koncentrace
1,92 mg/cm? a 0,96 mg/cm?) neovlivnila viabilitu bunék a neposkozovala jejich DNA. Na
druhou stranu autofi pozorovali snizenou miru bunécné proliferace, zvysenou hladinu oxi-
dacniho stresu a zmény proteomu a lipidomu. Posledné uvedené zahrnovalo zvySenou expresi
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proapoptotickych molekul Bax, HIF-1a (hypoxia-inducible factor 1-alpha) a HSP70 (heat
shock protein 70). Ponékud prekvapivé byly nalezy zvysenych koncentraci triglyceridt, sfin-
gomyelinu, ceramidi, fosfatidyletanolamini a cholesterolu.!4

Nékteré CNM ziejmé zasahuji i do epigenetickych charakteristik biologickych systému
formou zmén genomovych metylaci. Autofi Li et al. exponovali bunéc¢nou linii A549 niz-
kym koncentracim fullerenu, MWCNT a SWCNT. Z vysledkt vyplyva, Ze jiz koncentra-
ce 0,1 mg/l zvySovaly miru globalni metylace a redukovaly expresi DNA metyltransferazy,
hlavné DNMT3b. Pozorovany jev ovlivituje expresi fady gend, coz ma za nasledek zmény
v proteomu. ! Dalsi diikazy o schopnosti CNM zasahovat do exprese gent pfinesla studie
autorti Chena et al. Jejich experiment byl provadén na bunkach BEAS-2B, které byly expo-
novany po dobu Sesti mésicti subchronickym davkam SWCNT (0,1 pg/ml). Autoii pozorovali
spusténi maligni transformace aktivaci signalnich cest Akt/p53/Bcl-2, zvySeni exprese pro-
teinll z rodiny Ras a antiapoptotického Bcl-2, snizeni exprese proapoptotické molekuly Bax
a destabilizaci exprese p53.1¢

Ve studii autorti Spannbruckera et al. se prokdzalo, ze CNM disponuji potencidlem
k navozeni bunécné senescence (charakteristicky znak starnuti). V prvni z téchto studii byly
potkani plicni epitelové buniky RLE-6TN exponovany CNM s komerénim nazvem Printex
90 (zbavenych endotoxint). Expozi¢ni davky bez prokdzané cytotoxicity mély za nasledek
nevratnou redukci proliferace (a kumulaci) proteinti blokujicich bunéény cyklus (p21 a p16),
tedy navodily senescenci. Snizila se téz aktivita redox senzitivni histonové deacetylazy SIRT1
a koncentrace konexinu-43. Také vysledky druhé studie pfinesly dikazy o tom, ze MWCNT
mohou v bunkach BEAS-2B indukovat senescenci, zvySovat oxida¢ni stres a omezovat jejich
proliferaci. Dale byl pozorovan narGst exprese proteinti p21 a pl16, B-galaktosidazy (enzy-
mu asociovaného se senescenci), nartst exprese TGFp (transforming growth factor f; poly-
peptidovy faktor s potencidlem exacerbace senescence) a poskozeni DNA v podobé tvorby
YH2A.X.17.18

Vyse uvedeny CNM Printex 90 byl predmétem i dalsi studie, tentokrat autorti Ji et al.
V jejich experimentu byly Printexu 90 exponovany bunky zdravé bronchialni sliznice a bun-
ky chronickou bronchitidou zménéné sliznice. Expozice méla za nasledek nartst intenzi-
ty oxidacniho stresu a indukci zanétu, spojené¢ho se zvysenou expresi chemokinu CXCL-8
a matrixové metaloprotedzy 9. Biologicka odpovéd’ na expozici byla silnéjsi v pripad¢ tka-
né¢ zmeénéné chronickou bronchitidou. V souladu s obecnymi toxikologickymi principy 1ze
predpokladat, Ze osoby se zanétlivymi onemocnénimi respiracniho traktu budou vnimaveéjsi
k toxickému pisobeni CNM. 19

Dalsi skupinu Castéji testovanych CNM tvoti CNH. I u téchto nanocastic byl prokazan
toxicky potencial pro respiracni systém, pficemz charakter a intenzita biologické odpovédi je
modifikovana piedevsim velikosti ¢astic a typem experimentalni bunééné linie. Napriklad ve
studii provedené autory Schramm et al. byly bunky A549, buiiky nemalobunééného broncho-
alveolarniho karcinomu (NCI-H322) a buiiky primarniho lidského nosniho epitelu (HNEpC)
exponovany frakcim CNH (60-80 nm a 60-200 nm). Expozice snizovala viabilitu v§ech
uvedenych bunéénych linii, narusovala bunéény metabolismus a redukovala mitochondrialni
aktivitu. Mira poskozeni se liSila podle typu bunééné linie; jako nejsenzitivnéjsi (vii€i expo-
zici CNH) se jevily buiiky HNEpC.20

V experimentalni in vitro toxikologii se stale vice rozsifuje pouzivani tkanovych modelt.
Obecné se predpoklada, ze jednovrstvé bunécné kultury neposkytuji takovy rozsah toxiko-
logickych informaci jako trojrozmérné struktury, které se charakterem vice piiblizuji tkanim
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a organum. V dosud provedenych experimentech zaméfenych na respiracni toxicitu byly vyu-
zivany vicevrstve kultury a trojrozmérné modely slozené z riznych typd bunéénych linii (bron-
chialni epitel, alveolarni fibroblasty, myocyty a imunitni buiiky). Tyto experimentalni struktury
ve vetsing piipadi potvrdily, ze CNM mohou zavazné poskozovat bunky respira¢niho traktu.
Naptiklad autofi Barosova et al. pfipravili experimentalni model, v némz byly zastoupeny
bunky A549, fibroblasty (MRC-5) a makrofagy (THP-1). Tato buné¢na smés byla jednorazove
(po dobu 24 hodin) a opakované (po dobu 96 hodin) exponovana dvéma typtim aerosolizova-
nych MWCNT (Mitsui-7 a Nanocyl) o koncentracich 2—10 pg/cm?. Dlouhodoba, tedy opako-
vana expozice indukovala zanétlivou odpovéd’ a redukovala hladinu glutathionu. K podobné-
mu vysledku dosli i Chortarea et al., ktefi prezentovali trojrozmérny model epitelové bariéry
dychacich cest. Opakovana tridenni expozice MWCNT o koncentracich 25, 125 a 250 mg/ml
redukovala hladinu glutathionu (krat$i expozice k patologickym zménam nevedly).21-22

Autofi Di Cristo et al. studovali vliv opakované expozice GO na trojrozmérné rekonstruk-
ci lidské bronchialni tkang. Expoziéni koncentrace (maximalné 20 pg/cm? po dobu 4 tydni)
byly extrapolovany z hodnot alveolarni depozice CNM, které odrazeji celou pracovni dobu
expozice ¢loveéka. Vysledky neprokazaly vyznamné toxické ucinky GO ve smyslu snize-
ni viability bun¢k a naruSeni integrity plicni tkané. Opakovana expozice vSak po 14 dnech
spustila prozanétlivou odpoveéd’, narusila bariérové funkce epitelu a zptisobila akumulaci
autofagozomu (proces vyplyvajici z blokady degradace autofagozomti). Vysledky naznacuji,
ze opakovana expozice GO vytvaii ,,Casové okno* (v této studii zhruba 30 dnti opakova-
né expozice), ve kterém inhibice autofagie zvySuje senzitivitu exponovanych osob k plic-
nim infekcim a plicnim onemocnénim. Autofi zdUraziuji vyznam fyziologicky relevantnich
modell a expozicnich koncentraci (odvozenych od realnych expozic) pro ziskani vychozich
dat vyuzitelnych v procesu hodnoceni zdravotnich rizik.23

Pon¢kud atypicky cilovy expozicni objekt zvolili autofi Hu et al., ktefi sledovali vliv
GO na surfaktant dychacich cest. Surfaktant se nachazi na sliznici respiracniho traktu a ma
ochranny charakter. Z vysledkt vyplynulo, Ze expozice GO vytvari v surfaktantu pory a touto
cestou snizuje jeho biofyzikalni a ochranné funkce.2* Podobné vysledky prezentovali i autofi
Dorota Kondej a Tomasz Sosnowski, podle kterych expozice CNT a CNH (expozi¢ni koncen-
trace 0,2—0,8 mg/ml) méni v zavislosti na davce elasticitu, viskozitu a mechanické vlastnosti
surfaktantu.2’

In vitro studie tedy pfinaseji diikazy o tom, ze CNM vykazuje toxicitu viici respiracnimu
traktu, nejen k bunéénym liniim samotnym, ale také k trojrozmérnym modeliim a ochrannym
prvkiim dychacich cest. To miize mit vyrazny negativni dopad na zZivé organismy.

3.2 IN VIVO STUDIE

Testovani respiracni toxicity CNM in vivo byva provadéno nejcastéji formou inhalacni nebo
intratrachealni aplikace (expozice). Tyto formy umoznuji sledovani G¢inki jak lokalnich (na
plicni tkan¢), tak i systémovych (po absorpci CNM z plicni tkané do systémové cirkulace).
Vysledky studii ¢asto uvadé¢ji zvyseni hladiny oxida¢niho stresu, indukci zanétu a maligni
transformace. Vedle lokalnich plicnich komplikaci byly popsany také extrapulmonalni pato-
logie, vznikajici v diisledku translokace CNM z dychacich cest do kardiovaskularniho sys-
tému, jater a ledvin. Mira expozici indukovaného poskozeni zavisi na fyzikalné-chemickych
vlastnostech CNM a na rychlosti jejich eliminace z organismu.
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MWCNT jsou patrné nejcastéji testovanymi CNM v in vivo studiich respiracni toxicity.
Napriklad autofi Sager et al. exponovali potkany (formou celotélové inhalace) MWCNT-7.
Inhalovana kumulativni davka (koncentrace za dany ¢as se pohybovala mezi 22,5 az
180 mg/m3 a byla podavana po tfi dny Sest hodin denné. Pozornost autort byla zaméfena jak
na projevy toxicity, tak i na zmény genovych expresi. MWCNT-7 byly detekovany v plic-
ni tkani, kde indukovaly mirné az stfedn¢ zavazné patologické zmény, napiiklad zvySeni
bunécnosti (kumulace zanétlivych imunitnich bunék v plicni tkani), zesileni alveolarnich sept,
alveolitidu, fibrotické zmény a vznik granulomd. Provedena bronchoalveolarni lavaz odha-
lila zvysenou hladinu laktatdehydrogenazy a zvysené pocty alveolarnich makrofagt a poly-
morfonuklarnich leukocytt. Byly zjistény zmény exprese gent ovliviiujicich karcinogenezi,
leukocytarni migraci, zanétlivou odpoveéd’, mitézu a adhezi. Charakter zmén byl davkové
zavisly.26

Autofi Alswady-Hoff et al. sledovali zménu délky telomer a fibrotické procesy u mysi
po intrapleuralni (injek¢ni) expozici MWCNT (5 a 50 pg/mys). Po expozici byly zjistény
zavazné fibrotické zmény v pleufe a indukce zanétu a hyperplazie v mezotelialnich bunkach.
Doslo k narGstu exprese gentl, které jsou zapojeny do téchto procesti. Rovnéz bylo pozoro-
vano zkraceni telomer v bunikach pleury a plic exponovanych zvitat (zkracovani telomer je
jednim ze znak® biologického starnuti).2” Zmény v genové expresi po expozici MWCNT
popsali také tymy Khaliullin et a. a Rahman et al. V prvni studii byly mysi faryngealn¢
exponovany suspenzi MWCNT (40 pg/mys). Nanocastice penetrovaly do plicni tkanég, kde
zpusobovaly fibrozu a vyvolavaly vznik granulomatéznich 1ézi a aglomeratti makrofagti. Byla
detekovana zména exprese mRNA v plicni tkani i v pIné krvi. Zmény expresi se tykaly gent,
které souvisely s vySe popsanymi patologiemi. Jednalo se naptiklad o geny zodpovidajici za
aktivaci imunitnich bunék a jejich maturaci.?8 Ve druhé studii byly mysi intratrachealné expo-
novany dvéma MWCNT (Mitsui-7 nebo NM-401) v riznych davkach (36 a 109 pg/mys nebo
26 a 78 pg/mys). Z vysledkt vyplyva, Ze nanocastice perzistovaly v plicni tkani jeste 90 dni
po expozici. Expozice obéma typim MWCNT méla za nasledek poskozeni DNA, indukci
zanétu a fibrozy a zvyseni exprese proteinu p53.2

Zasahy do exprese gentl a poSkozeni DNA jsou uzce spjaté s rizikem karcinogeneze. Ve
studii Saleh et al. byli potkani exponovani dvouvrstvym nanotrubicim (DWCNT) v davkach
0,125, 0,25 a 0,5 mg/potkan nebo MWCNT-7 v davce 0,5 mg/potkan, a to obden po dobu
15 dni. Potkani byli sledovani nasledujici dva roky. Z vysledkt vyplyva, ze DWCNT dlou-
hodobé¢ perzistovaly v plicni tkani, indukovaly zanét a zvySovaly pocty makrofagl a expresi
cytokintl. U potkanti s MWCNT doslo k tvorbé depozit kolagenu a fibrotizaci, ta byla patrna
také u nejvyssi davky DWCNT. Ta také vyznamné zvySovala riziko pleuralniho mezote-
liomu.30
ucinky expozice MWCNT o rlizné délce, priméru, plose a funkcionalizaci. Studie byla pro-
vedena na potkanech, kteii byli exponovani NM-401 (dlouhé, tlust¢ MWCNT) nebo NM-403
(kratke, tenké MWCNT). Expozice byla provadéna intratrachealné (jednorazove) nebo inha-
lacné (opakovana 28denni expozice). VSechny expozicni scénate indukovaly zanét v plicni
tkani, ktery byl spojeny s influxem neutrofilti. Nejvyssi mira poskozeni, vcetn¢ fibrotizace,
byla nalezena u potkant, ktefi byli vystaveni nejvyssim davkam NM-401.3! Autofi Numano
et al. ve své studii porovnavali toxické ucinky intratrachedlni expozice potkant uhlikovym
nanovlaknim VGCF™-H (davky 0,2, 0,4 a 0,8 mg/kg) a MWCNT-7 (davky 0,4 a 0,8 mg/kg;
doba expozice osm tydnt). Z vysledkt vyplyva, ze vyssi miru poSkozeni plic a pleury induko-
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vala expozice MWCNT-7. Poskozeni zahrnovalo intenzivni zanét, bunécnou infiltraci plicni
tkang, alveolarni, pleuralni a braniéni fibrzu a proliferaci plicniho mezotelu.32 V jiné studii
exponovali autofi Numano et al. intratrachealné potkany MWCNT-7 (jedenkrat tydné po
dobu dvanacti tydni; celkova podana davka 1,5 mg/potkan). Autofi zjistili, ze MWCNT po
expozici translokovaly do pleuralni dutiny, subpleuralni tkan¢ a intrapleuralniho prostoru;
35 tydnt po posledni expozici doslo k tvorbé mezotelioml. Vznik mezoteliomt po aplikaci
MWCNT potvrdili také Wang et al.33:34

Pon¢kud odlisné vysledky prezentovali Kasai et al. V jejich studii byli potkani 104 tydnt
inhala¢né exponovani MWCNT-7 o koncentracich 0,02, 0,2 a 2 mg/m3. Histologické vySet-
feni tkan¢ pleury prokazalo ptitomnost hyperplastickych zmén a fokalni fibrozy, ale tento
nalez byl pozorovan pouze u samcti. U zadného ze zviiat nebyl zjistén mezoteliom, na druhou
stranu ale byly nalezeny nenadorové zmény v dychacich cestach (naptiklad bronchoalveolarni
hyperplazie) a maligni plicni nadory (bronchoalveolarni karcinom, adenoskvamdzni karci-
nom a adenokarcinom).3s

Z pohledu ochrany zdravi ¢lovéka ma mimotadny vyznam studium dlouhodobych ucinkt
expozice. Jednou z takovych studii je prace Knudsen et al., ktera byla zameéfena na histolo-
gickou analyzu plicni tkané mysi jeden rok po jednorazové intratrachealni expozici 54 pug
smési jedenacti dobie charakterizovanych MWCNT. Analyza potvrdila perzistencit MWCNT
v plicni tkani. Kratké, tenké MWCNT vytvarely v plicni tkani aglomeraty, zatimco dlouhé,
tlusté byly v tkani pfitomny jednotlivé. Tenké spletené MWCNT vyvolavaly zanét s infiltraci
tkan¢ makrofagy a tvorbu granulomu. Pfirozené NRCWE-040 byly translokovany do jater
a zpusobovaly poskozeni DNA. Z vysledki je zfejmé odlisné chovani riznych typit MWCNT
v organismu, véetné rizika jejich perzistence.3¢ Spletené MWCNT byly pouzity také ve studii
autord Kim et al. Potkani inhalovali rizné davky MWCTN (0,257, 1,439 a 4,253 mg/m?) po
dobu 28 dni (6 hodin denné, 5 dni v tydnu). V zavislosti na davce vyvolavaly MWCNT zanéty
plic s tvorbou granulomtl, zvySenym poctem imunitnich bunék a bunécnou smrti. Retencni
polocas nejvyssi koncentrace byl 35 dni, coZ je kratsi polo¢as nez pro rigidni MWCNT.37

V podobné zamétené studii exponovali Honda et al. potkany intratrachealné jedné davce
dvou typtt SWCNT (kratkym SWCNT; davka 0,2 a 1,0 mg/kg) a dlouhym SWCNT (davka
1,0 mg/kg). Reakce respiracniho traktu byla vyhodnocena za 26, 52 a 104 tydn po expozici.
Po 52 a 104 tydnech byl v plicich zjistén zanét, depozita SWCNT a fibroza alveolarnich sept.
Vys§i poskozeni bylo nalezeno u potkant exponovanych dlouhym SWCNT.38

Vyse uvedené studie prokazuji translokaci inhalovanych MWCNT z respiracniho traktu
napftiklad do pleury a pleuralni dutiny. Studie autorti Mercera et al. prokazala translokaci
MWCNT i do dalsich tkani. Mysi byly v jejich experimentu inhala¢né exponovany MWNT-7
(koncentrace 5 mg/m3, 5 hod/den) po dobu 12 dni. V tracheobronchialnich lymfatickych
uzlinach mysi byly nalezeny aglomeraty MWNT-7, jednotlivé MWNT-7 pak byly nalezeny
v branici, hrudni sténé, jatrech, ledvinach, srdci a mozku. Depozita MWNT-7 byla vyssi
336. den po ukonéeni expozice nez béhem prvniho expozi¢niho dne.3?

Vedle velmi ¢asto testovanych CNT (SWCNT a MWCNT) je pozornost vénovana pocho-
pitelné i dalsim CNM, zastoupenych fullereny, grafeny, GO, sazemi (CB) a nanodiaman-
ty (ND). Napiiklad Caldeira et al. exponovali mysi intratrachealné fullerenu (Cg\; davka
1,0 mg/kg). Expozice indukovala plicni zanét s velmi vaznym poskozenim termindlnich
dychacich cest, kolapsem alveol, ztluSténim sept a s plicnim edémem. Na bunéc¢né trovni
doslo k mitochondrialnim dysfunkcim, redukci produkce ATP a ke zvySeni oxida¢niho stresu.
Fulleren tedy vykazoval zna¢nou toxicitu pro respiraéni trakt.40
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Grafen a materialy odvozené od grafenu (naptiklad GO) predstavuji technologicky velmi
vyznamné CNM, nicméné¢ ani u nich nelze vyloucit poskozujici biologické ti¢inky. Naptiklad
autofi Kan et al. exponovali intratrachealné potkany GO. Ve své praci uvadéji, ze expozice
GO je spojena se zvySenou expresi faktort a aktivaci drahy kaspaza-1/p38MAPK/TGF-B1
(draha je zapojena do procesu fibrotizace plicni tkan¢). Studie rovnéz popisuje reversibilni
poskozeni plicni tkané, jater, slinivky a velmi vazné poskozeni varlat.*!

Autoti Poulsen et al. prokazali, ze jednorazova intratrachealni expozice mysi GO a redu-
kovanému GO (rGO) (davky 18, 54 nebo 162 pg/mys) narusuje transkriptom v plicni a jater-
ni tkani (indukce zvySeni/snizeni exprese riznych genti). Expozice GO narusila jiz po prv-
nim dni od aplikace expresi genti 1363, 3302 a 2343. Redukovany GO narusil expresi genl
805 a 860 (davky 54 a 162 pg). Béhem nasledujicich devadesati dni po expozici se pocty
rozdilné exprimovanych genti postupné snizovaly. Nejcastéji byly alterovany geny, které se
podili na rozpoznani patogent (TIr2, Myd88), geny ovliviwyjici aktivitu imunitniho sytému
(116, Cxcr5, TgfPl) a geny regulujici lipidovy metabolismus (Ldlr, Apoa2) a oxidaéni stres.*?

Autofi Rodrigues et al. se zaméfili na studium vlivu raznych velikosti ¢astic GO
a MWCNT na jejich biologické tcinky u mysi. Ve své praci pouzili rizn¢ velké castice
GO (velké: 1-30 pm; malé: 50 nm az 2 um; a velmi malé: mensi nez 300 nm). Ze skupiny
MWCNT byly pouzity Mitsui-7. Aerosolizované CNM byly jednorazové aplikovany intrana-
zalné (davka 50 pg/mys). Z vysledkt vyplyva, ze velké GO zpusobovaly dlouhodobé posko-
zeni plic (v€etné tvorby granulomi) a indukovaly produkei zanétlivych cytokint (patologické
zmeény perzistovaly po dobu 90 dni). Po expozici malym a velmi malym GO dochazelo k men-
$imu rozsahu poskozeni a k plnému vyhojeni po 28 dnech. Mimoplicni translokace GO byla
zaznamenana jen u malych GO, které byly nalezeny rovnéz v travicim traktu a v ledvinach.3

Ve studii autorl Shin et al. byli potkani exponovani po dobu péti dnii grafenu o rznych
koncentracich (0,68-0,94 mg/m?). Pfima toxicita v tomto experimentu prokdzana nebyla,
28 dnti od ukonceni expozice byla zjisténa pouze infiltrace plicni tkané makrofagy, které
fagocytovaly nanocastice.* Z uvedeného je ziejmé, ze modifikace grafenu mohou dispono-
vat, v n¢kterych pripadech, vyssim toxickym potencidlem nez grafen.

Yanamala et al. porovnavali G¢inky kombinaci riznych druht nanocastic (grafen, GO,
rGO, MWCNT a CB; davky 4 a 40 pg) o riznych velikostech na orofaryngealné exponova-
nych mysich. Jedna skupina byla exponovana kombinaci rGO a MWCNT a druha grafenu,
GO a CB. Zatimco u prvni skupiny mysi byla detekovana zanétliva odpovéd’ s naslednym
vyhojenim poskozené tkané, ve skupin¢ druhé doslo ke vzniku chronickych zmén (tvorba
granulomt a fibr6za). U obou skupin bylo zji§téno perzistujici vaskularni poskozeni.*3

Ve studii autort Khosravi et al. byly mysi vystaveny subakutni celotélové inhalacni expo-
zici ND (koncentrace 3 pg/m3, tfi hodiny denné, pét dni v tydnu; doba expozice 30 dni).
Autofi uvadéji nalezy zvySenych hladin oxida¢niho stresu v plicich, mozku a v srdci, mito-
chondrialni dysfunkce a souvisejici snizeni hladiny glutathionu. Pfitomnost oxida¢niho stresu
naznacuje moznost rozvoje zanétlivého procesu a poskozeni DNA .46

Zavérem chceme prezentovat studii autord Ganguly et al., ktefi porovnali toxicitu ultra-
jemnych uhlikovych nanocastic (CNM < 100 nm) dle rtiznych typl podani. Mysi vystavili
CNM bud’ inhala¢né (inhalace 4 nebo 24 hodin), nebo intraarterialné ekvivalentem celkové
inhalované davky (koncentrace 440 pg/m?3). Biologické vzorky byly analyzovany 4 a 24 hodin
po vystaveni CNM v piipad¢ inhalacni expozice a po 4 hodinach v ptipad¢ infuze). Inhalacni
expozice indukovala jak lokalni plicni zanétlivou odpoved, tak systémovou zanétlivou odpo-
véd’. Byly nalezeny zvySené pocty granulocytl a monocyti v periferni krvi a byly zjisténa
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indukce zanétu v srde¢né-cévnim systému a v jatrech (nejvyssi mira poskozeni byla zjisténa
u srde¢né-cévniho systému). Byl téz prokazan protromboticky efekt CNM. Arterialni infuze
indukovala jen mirnou zanétlivou odpovéd’.47

Vysledky in vitro i in vivo studii svéd¢i o potencialni nebezpecnosti expozice CNM
a o vyznamném vlivu formy expozice na biologickou odpoved.

3.3 PRACOVNI EXPOZICE

V soucasné dob¢ existuje fada provozi, v nichZ jsou vyrabény (nebo béhem vyroby vznikaji)
CNM. Vzhledem k jejich mimotadnym fyzikalné-chemickym vlastnostem (a praktickému
uplatnéni) 1ze pfedpokladat, ze pocet CNM technologii bude v nejbliz§im Case vyznamné
narUstat. S ohledem na vysledky studii in vitro a in vivo, které ve velké mife respiracni toxi-
citu potvrzuji, je naprosto nezbytné pokracovat zvySenou mérou ve studiu expozicnich rizik
pro ¢loveka. Vyznamnym ,,pritézujicim® faktorem humanni expozice CNM je subchronicky
az chronicky charakter expozic (zejména v pracovnim prostiedi), kterému se experimentalni
studie in vitro a in vivo vénovaly zatim jen malo.48. 49

V oblasti humannich expozic CNM bylo provedeno nékolik studii, jejichz vysledky se
prilis nelisi od dat ziskanych z pokusti in vitro a in vivo. Humanni expozice vedla k systémové
zanétlivé odpovédi, ke zvyseni oxidacniho stresu a ke zméné transkriptomu.

Napiiklad studie autord Leeho et al. sledovala devét pracovnikti exponovanych MWCNT.
U pracovniki nebyly zjistény zmény plicnich funkci, hematologické zmény ani zmény vybra-
nych biochemickych parametrti. Analyza vydechovaného vzduchu vSak odhalila (v porovnani
s kontrolami) zvySena mnozstvi ukazateld oxida¢niho stresu malondialdehydu, 4-hydroxy-
-2-hexenalu a n-hexanalu.0

Autofi Schubauer-Barigen et al. realizovali studii, v niz bylo zapojeno 108 pracovnikl
exponovanych CNT a nanovlaknim. Ackoli byly koncentrace CNM nizké, u 18 % z nich
byly zjistény CNM ve sputu. Nicméné ze spirometrického vysetfeni vyplynulo, Ze u zadného
zaméstnance nedoslo ke snizeni plicnich funkeci ¢i k jejich patologickym zménam. Autofi
uvadéji nalez pozitivni asociace mezi respira¢nimi alergiemi a koncentracemi a dobou expo-
zice CNM.3!

Ukazatele zanétu a fibrozy dychacich cest u osob pracovné exponovanych MWCNT byly
prfedmétem studie Fatkhutdinové et al. V jejich praci byla méfena mira inhala¢ni pracovni
expozice MWCNT (vnéjsi primér 8—15 nm, vnitini praimér 4-8 nm, délka minimalné 2 pm)
a byly odebirany vzorky tekutiny z nosni lavaze, sputa a vzorky krevniho séra 10 exponova-
nym osobam a 12 kontrolnim neexponovanym osobam. Osoby byly exponované MWCNT
po dobu delsi nez jeden rok. Expozice MWCNT zvysovala hladiny vybranych prozanétlivych
ukazatell nejen ve sputu (IL-1f, IL-4, TNF-a, IL-5, IL-6, IL-8, a marker fibrotizacnich plic-
nich procestt KL-6), ale také v séru (IL-1p, IL-4, TNF-a a protizanétlivy IL-10). Navic byly
detekovany vyssi hladiny TGF-f u exponovanych osob mladsich 35 let v porovnani se starsi-
mi exponovanymi osobami a neexponovanymi vrstevniky. Vysledky naznacuji, ze MWCNT
mohou indukovat jak lokalni zanétlivou a fibrotickou reakcei v plicni tkéni, tak systémovou
zanétlivou odpoveéd’.5?

K podobnym zavérim dospéli také kolektiv autort Vlaanderena et al. V jejich studii par-
ticipovalo 22 pracovnikl s prokazanou expozici MWCNT a 39 kontrol (prvni faze studie).
O tfi mésice pozdéji byly opakované hodnoceny vybrané ukazatele u deseti pracovniktl a Sesti

59



kontrol (druha faze studie). U exponovanych osob byly v prvni fazi studie nalezeny zvysené
koncentrace chemokintit CXCL-11, CCL-20, bazického fibroblastového rustového faktoru
(FGF-BASIC) a solubilniho receptoru IL-1RII. Ke sniZeni doslo v pfipad¢ IL-16 a CTAC
(T-cell-attracting chemokine). Plicni funkce a hladiny surfaktantu A a D alterovany nebyly. Ve
druhé fazi studie byl zjistény vyssi hladiny CTAC, CCL-20 a FGF-BASIC. Na zakladé téchto
vysledku se autofi domnivaji, ze expozice MWCNT ma prozanétlivy a profibroticky charakter.53

Ve studii Shvedova et al. byly zjistény vyznamné zmény v expresi nekddujicich RNA
(IncRNA, miRNA) i mRNA u pracovnikii exponovanych nejméné¢ Sest mésici MWCNT.
U osob vystavenych MWCNT byla zachycena zména exprese 977 lenRNA (expese 529 len-
RNA se zvysila, 448 1cnRNA se snizila), 11 miRNA (u sedmi zvySena exprese u 4 snizend)
a v pfipadé¢ mRNA to bylo 785 genti (292 bylo zvySeno, 493 snizeno).

Jednalo se hlavné o geny zapojené do kontroly bunééného cyklu, bunééné proliferace,
apoptézy a karcinogeneze. Casto byla zvysena aktivita nekodujicich RNA, které zvysuji
expresi gent kodujicich prozanétlivé cytokiny a slozky prozanétlivych signalnich drah.>*

3.4 ZAVER

Dychaci soustava je v uzkém kontantu s latkami, které se nachazi v ovzdusi. Fyzikalné-
-chemické vlastnosti CNM predurcuji jejich osud v organismu, v tomto pfipadé v dychacich
cestach, tj. do jakych etazi dychacich cest se dostavaji, zda pronikaji skrz dychaci soustavu az
do krevniho ob&hu, kumuluji se ¢i jsou snadno eliminovany. Vysledky studii in vitro, in vivo
1 studii pracovnich expozic naznacuji, ze expozice CNM mohou vést ke zvySeni oxida¢niho
stresu, indukci zanétu a také meénit genovou expresi bunék. To vSe jsou rizikové faktory,
které mohou vést k destruktivnim chronickym zanéttim, fibrotizaci tkané¢ se ztratou funkéni
tkan¢ a také k tumorigenezi. V piipadé piestupu CNM z dychacich cest do krevniho ob¢hu
se mohou kumulovat v jinych tkanich a primarné poskozovat také samotny kardiovaskularni
systém. V toxicit¢ CNM vici dychacimu systému hraji diilezitou roli davka a délka expozice.
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epithelial cells)
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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)
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cyklicky adenosinmonofosfat
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saze (carbon black)
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lidské rohovkové epitelové bunky
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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
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Hsp90
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HUVEC
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ICAM-1
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LLC-PK1
LOX-1
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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
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folikuly stimulujici hormon
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y-glutamyltransferaza

gastrointestinalni trakt

grafenové nanodesticky (graphene nanoplatelets)

oxid grafenu (graphen oxide)
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receptor sptazeny s G proteinem (G protein-coupled receptors)
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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
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NLRP3
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PTEN
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SOD1
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TLR
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TNF
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VEGF
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microbe-associated molecular patterns
myeloperoxidaza
vicesténné uhlikové nanotrubice (multi-walled carbon nanotubes)
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blizké infracervené zareni

krysi epitelové bunky ledvin

NOD-like receptor

NOD-like receptor family pyrin domain containing 3
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volné kyslikové radikaly (reactive oxygen species)
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transforming growth factor
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