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GASTROINTESTINALNI TOXICITA
A HEPATOTOXICITA

Gastrointestinalni trakt (GIT) pfedstavuje pro CNM vyznamny interakéni kompartment.
Nanocastice do n¢ho vstupuji cestou kontaminované potravy, napoju a 1ékl nebo enterohepa-
talnim obc¢hem. GIT je slozen z mnoha riiznych tkani s riznou vnimavosti k expozici CNM.
Lokalni interakce nanocastic s bunikami GIT jsou ovliviiovany (omezovany) systémem bariér,
tvofenych stievnim hlenem, stfevnim mikrobiomem a imunitnim systémem. Nanocastice ale
mohou tyto bariéry narusovat, snizovat jejich i€innost a dostavat se tak do ptimého kontaktu
s epitelialnimi bunkami. Vysledkem interakei je pak snizeni miry bunééné proliferace a rege-
nerace epitelu, zvy$ena stievni propustnost a narQst souvisejicich zdravotnich obtizi.!

Interakce mezi GIT a CNM vedou k ovliviiovani jak stavu GIT, tak i struktury CNM. Nano-
Castice jsou v GIT vystaveny u¢inkim mnoha faktorti (vetné travicich enzymt a extrémné
nizkého pH v zaludku), coz mtize mit za nasledek jejich ¢aste¢nou nebo Gplnou degradaci
¢i preménu. Piiklad toho ukazuje napf. prace autori Masyutina et al., ktefi vystavili mnoho-
vrstvé uhlikové nanotrubice (MWCNT) tcinkim smési kyseliny chlorovodikové (pH = 1)
a zalude¢nich §tav (pH = 2-3). Expozice vedla k ¢aste¢né degradaci MWCNT.2 K jinym
vysledkiim ale dosli Guarnieri et al., ktefi studovali biologické interakce grafenu a oxidu
grafenu (GO) po simulované oralni ingesci. V tomto experimentu degradace nanocastic pozo-
rovana nebyla.? Zajimavy jev prezentovali Lu et al., jejichz experiment se zabyval degradaci
vicevrstvého grafenu (FLG) na znaceny '“CO,. Nanoc¢astice (FLG) pii tomto experimentu
pronikaly do erytrocytti, které byly nasledné v jatrech fagocytovany Kupfferovymi buikami.
Erytrofagocytoza zvysila intracelularni koncentraci zeleza a iniciovala tak Fentonovu reakci,
pri které vznikaji hydroxylové radikaly. Tyto reaktivni intermediaty nasledné interagovaly
s FLG a zpusobily jeho degradaci. V jatrech tedy nedochazi jen k mozné degradaci CNM,
ale CNM mohou jaterni tkan zavazné poskodit.

Jatra reprezentuji hlavni detoxikac¢ni organ systému a naruseni jejich funkei je pro orga-
nismus zatézujicim, zivot ohrozujicim stavem. CNM vstupuji do jater cestou cévniho zaso-
beni a nasledné dochazi k jejich exkreci, degradaci nebo kumulaci. Mezi klasicka centra
kumulace patii rezidentni makrofagy (Kupfferovy bunky), endotel sinusoidu, stelarni buiky
a hepatocyty.S Vlivem interakci s CNM miize dochazet k zdvaznému poskozovani struktury
téchto bungk ¢i jejich funkcei. Nasledné spusténi apoptotickych mechanismi pak vede k jejich
zaniku. Z rozpadlych bunécnych struktur jsou pfitom uvolfiovany nanocastice s moznosti
opétovné fagocytdzy.®7 V ivahu pfichazi i transport téchto nanodastic z jater (pies hepatobi-
lidrni systém) do stieva.’?
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Je nutné doplnit, ze Castice, které v GIT nepodléhaji degradaci, mohou dlouhodobé perzis-
tovat ve tkanich a indukovat zde fadu nezadoucich ucinkd, v¢etné zanétu, oxidacniho stresu
a poskozeni mikrobiomu.

5.1 IN VITRO STUDIE

In vitro studie gastrointestinalni toxicity a hepatotoxicity CNM jsou provadény na bunécénych
liniich ze tkani GIT a jater. Vysledky naznacuji, ze fada nanocastic (MWCNT, SWCNT,
GO) muize poskozovat morfologii a funkce bun¢k GIT. Byl popsan nartist oxidac¢niho stresu,
indukce zanétlivé odpovédi a zanik CNM exponovanych bunék. Nektere ze studii, které toxi-
citu potvrzuji, nyni piedstavime.

Ku ptikladu Tirumala Kodavanti a Michael Hughes testovali t¢inky MWCNT (nemodi-
fikovanych, hydroxylovanych a karboxylovanych) na IEC-6 bunky (buiiky tenkého streva
potkana; 0,3-300 pg/ml / 24 h). Autofi uvadéji, ze pouze MWCNT kratsi nez 8 nm (v dav-
ce 300 pg/ml) snizily u 50 % exponovanych bunck jejich zivotaschopnost (cestou indukce
bunééné smrti).!0

V jiném experimentu byly buinky lidského kolorektalniho adenokarcinomu s epitelialni
morfologii (HT29) exponovany GO v davkach 10-250 pg/ml po dobu 24, 48 nebo 72 hodin.
Polovina maximélni inhibi¢ni koncentrace (ICy,) dosahovala pro vSechny expozi¢ni doby
hodnoty 50 pg/ml. Tato koncentrace vyrazné ovliviiovala bunéénou morfologii, konkrétné
indukovala zvrasnéni bunék, degradaci cytoplazmy, poskozeni jadra (véetn¢ zmén na DNA)
a zvySeni permeability bunééné membrany.!!

Dalsi ¢asto pouzivanou bunécnou linii pfedstavuji imortalizované lidské buinky kolorek-
talniho adenokarcinomu (Caco-2). Ve snaze modelovat vliv CNM na bariérové funkce stieva,
exponovali autofi Domenech et al. buné¢nou kokulturu Caco-2/HT29 grafenem a GO (0,5, 15
a 50 ug/ml/ 24h). Testované nanocastice neménily integritu ani permeabilitu sttevniho mono-
layeru a nezvySovaly troven oxidac¢niho stresu. Nicméné byly pozorovany funkéni zmény
bunék, konkrétné v bioadhezi a biodistribuci, a bylo rovnéz pozorovano poskozeni DNA.12
Cebadero-Dominguez et al. testovali vliv GO a rGO (31, 63, 125 a 250 ng/ml / 4, 8, 12,
24 h) na samotnou linii Caco-2. Viabilitu bun¢k vyznamné snizoval GO. Oba typy grafenu
pak zvySovaly troven oxidac¢niho stresu (ROS) a indukovaly depleci hladiny antioxidacniho
glutathionu.!3 Feng et al. exponovali Caco-2 a epiteloidni buné¢né kultury z tenkého streva
potkana (IEC-6) GO o koncentracich 3, 40, 50 ng/ml. Po expozici autofi nalezli zvysené
hladiny ROS, zvySenou aktivitu NADPH-oxidazy, zvySenou permeabilitu mitochondrialnich
membran a zvysené hladiny cytochromu C. VSechny uvedené zmény vedly k iniciaci odpovi-
dajicich apoptotickych d&ju.!# Garriga et al. exponovali Caco-2 buiiky uhlikovym nanorohtim
(CNH), uhlikovym nanotrubicim (CNT), uhlikovym destickam (CNP), GO, rGO a nanodia-
mantim (ND) po dobu 24 a 72 hodin. VSechny testované CNM indukovaly snizeni viability
(v nejvyssi mite CNH a CNP) a kromé ND zvySovaly hladiny ROS (v nejvyssi mife CNH
a CNP).15 Gao et al. se zaméfili na testovani cytotoxicity GO viiéi NCM460 (epitelové buiiky
tlustého stfeva). Po expozici byla zjisténa indukce zanétlivé odpovédi, dysfunkce lyzozomt
(snizena schopnost degradovat sekvestrovany material vlivem snizené acidity) a kumulace
autofagozomul. Uvedené znaky jsou typické pro starnouci bunky. Lze se tedy domnivat, ze
GO urychluje biologické starnuti organismu.!6
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Vedle studii zamérenych na prfimou toxicitu CNM byly provadény i studie orientované
na indukci zmén bunécného transkriptomu a proteomu. Napiiklad autofi Tilton et al. sledo-
vali zmény exprese vybranych ukazatelti Caco2/TH29-MTX bunék po expozici MWCNT
o koncentracich 10 nebo 100 pg/ml / 1-24 h. Vyssi koncentrace MWCNT vyznamné sniZo-
vala viabilitu bun¢k a ménila exprese 47 genti a 197 proteind. Jednalo se o geny a proteiny
zapojené do bunééného preziti, zvyseni proliferace, snizeni urovné apoptdzy, reparace DNA
a o geny zapojené do signalizace IL-6.17 Rovnéz vysledky studie Lai et al. potvrzuji modifi-
kacni vliv CNM na genovou expresi. V tomto experimentu byly buniky Caco-2 exponovany
karboxylovanym SWCNT a MWCNT a MWCNT funkcionalizovanym polyvinylpyrrolido-
nem (MWCNT-PVP). Vsechny testované CNM ovliviiovaly expresi celkem 428 proteint.
Byla pozorovana zvysena exprese proteinti z histonové rodiny (H2AFJ, H2AFV, H2AFX),
anaopak snizena exprese proteint spojenych s ribozomy (EIF3C/Eucaryotic Translation Initi-
ation Factor 3 Subunit C/F). Nebyl pozorovan pfimy toxicky efekt, nicméné zmény v expresi
proteini zcela jednoznacné indikovaly naruseni bunéénych funkei a kanonickych cest. Kar-
boxylované MWCNT zasahovaly do uhlovodikového metabolismu a metabolismu inositolu,
snizovaly produkci energetickych substratt, glykolyzu i glukoneogenezi a ovliviiovaly sig-
nalizaci cyklin-dependentni kinazy 5. MWCNT-PVPYV zvySovaly posttranslacni modifikaci
a folding proteint a mTOR (sav¢i serin/threoninova kinaza) signalizaci. Jejich nizsi davky
ovlivitiovaly mechanismy apoptdzy, snizovaly aktin-cytoskeletovou signalizaci, lipidovy
metabolismus a produkci energetickych substrati. Karboxylované SWCTN zvysSovaly akti-
vitu bunééného cyklu a redukovaly mTOR signalizaci.'® Z uvedeného je ziejmé, ze CNM
mohou vyznamné zasahovat do bunécénych funkei a zvySovat riziko maligni transformace
bunek.

Gastrointestinalni toxicita se netyka pouze bunck GIT, ale také stievni mikrobioty, ktera
hraje dtlezitou roli v ochrané a stabilité integrity stfevni sliznice, moduluje aktivitu imunit-
niho systému a metabolismus zivin a produkuje mnoho substrati, které ovliviiuji CNS a maji
antibakterialni a imunomodulacni i€inky. Naruseni slozeni mikrobioty je rizikovym faktorem
pro vznik mnoha nemoci, v€etné stievnich zanéth a nadorovych onemocnéni GIT.!° Velmi
zajimavou praci v této oblasti publikovali Lahiani et al. Ve své studii exponovali kultury
komenzalnich bakterii Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium longum a Escherichia coli
suspenzi grafenu o koncentracich 1, 10 a 100 ug/ml / 3, 6 a 24 h. Nejvyssi expozice méla
ve vSech sledovanych Casech za nasledek vyznamné pomnozeni Lactobacillus acidophilus,
tura Escherichia coli byla grafenem ovlivnéna minimalné. V druhé ¢asti studie byly suspenzi
grafenu exponovany Cerstvé vzorky potkani stolice (ve stejnych koncentracich a po stejnou
dobu jako v prvni ¢asti studie). Expozice byla provadéna za tcelem zhodnoceni zmén Siro-
kého spektra mikrobialni populace, vyvolanych grafenem. Béhem prvnich tii hodin autofi
zjistili vyznamné zvySeni poctu aerobnich i anaerobnich bakterii, vyjadiené jako pocty CFU
(colony-forming unit; kolonie tvotici jednotku). Celodenni expozice (24 h) vedla k vyznam-
nému snizeni poctu CFU aerobnich bakterii (pocty CFU anaerobnich bakterii zlistaly nezmé-
nény). Z analyzy dat vyplyva, ze doba expozice, stejn¢ jako koncentrace grafenu, ovliviuji
pocetnost bakterialni populace. Vyznamné zmeény byly zjistény celkoveé u patnacti taxono-
mickych skupin.20

Negativni vliv na mikrobiom byl potvrzen také v ptipadé¢ GO. Couvillion et al. pouzili
davky 25 mg/l a 250 mg/l na modelech jednotlivych ¢asti travici soustavy (Gstni, Zaludecni,
tenkého a tlustého steva). Nizsi davka snizila pocty bakterii kmene Bacteroidota a zvysila
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pomeér Firmicutes/Bacteroidota. To bylo spojené se snizenim produkce bakterialnich sub-
stratti, jakou jsou napft. mastné kyseliny s kratkym fetézcem a kyselina gama-aminomaselna.
Vyssi davka déle alterovala mikrobiom.2!

Autofi Chen et al. zkoumali miru antibakterialnich ucinkt ¢istych i funkcionalizovanych
MWCNT a SWCNT. Testy byly provadény na kulturach Lactobacillus acidophilus, Bifido-
bacterium adolescentis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis a Staphylococcus aureus.
Nejvyrazngjsi antibakterialni ti€inek byl zjistén u SWCNT. Nanotrubice narusovaly pepti-
doglykanovou bakterialni sténu, coz vedlo k destrukci bakterii a uvoliiovani intracelularnich
i jadernych komponent.22 Vysledky zminénych studii dokazuji, Ze CNM mohou zasahovat do
slozeni stfevni mikrobioty a vyvolavat dysbiozu.

Hepatotoxicita CNM byva studovana také na kultufe HepG2 bunék (bunky hepatoce-
lularniho karcinomu). Loutfy et al. exponovali HepG2 bunky suspenzi GO. Pii expozici
400 pg/ml/ 24 h byly zjistény vyznamné morfologické zmény a narusovani bunééného cyklu.
Po internalizaci GO dochazelo k narusovani a fragmentaci organel a k prostupu GO do mito-
chondrii a jadra. Bylo detekovano poskozeni DNA. Cytotoxicita GO byla testovana v dav-
kach 200-1000 pug/ml/ 48 h. Koncentrace 200 pg snizila viabilitu bun¢k zhruba na polovinu,
k dal$imu poklesu (se zvySujicimi se koncentracemi) vSak jiz nedoslo. Pfi analyze zmén
exprese apoptotickych genti byla zjisténa vyznamné zvysena hladina mRNA proapoptotic-
kého proteinu Bax.?3

Judit Kalman, Fernando Torrent a José Navas vystavili izolované hepatocyty Oncor-
hynchus mykiss (pstruh duhovy) ptisobeni dvou typti GO a uhlikovym nanovlakniim (CNF)
s tubularnim tvarem (0-80 pg GO1 / ml, 0-128 pg GO2 / ml, 040 pg CNF /ml /24 a 72 h)
v prostiedi fetalniho bovinniho séra (FBS) a v prostfedi bez n¢ho. V ptitomnosti FBS zasa-
hovaly GO do metabolickych aktivit buniky a narusovaly integritu bunéénych membran
(v pripad¢ CNF byla mira téchto uc¢inkti vyznamné nizsi). Nepiitomnost FBS déle snizovala
zivotaschopnost bunék. Stoji za povsimnuti, Ze autoii nepozorovali poskozeni lysozomalnich
funkef, indukci tvorby ROS ¢i zmény aktivity 7-ethoxyresorufin-O-deethylazy. Intracelularni
prijem CNM byl pozorovan pouze u CNF ve varianté inkubace bez FBS. Vysledky podtrhuji
roli sérovych proteint pro hodnoceni environmentéalnich rizik CNM.24

Autoti Uribe-Calderon et al. zjistovali hepatotoxicitu ,,Cistych® a oxidovanych MWCNT
(oxidace HNO;, HNO; + H,0,, HNO; + H,S0,) v ddvkach 10-50 pg/ml / 24 h. Testovani
bylo provadéno na kultufe bunék HepG2. Po expozici oxidovanym formam MWCNT bylo
pozorovano vyznamné sniZeni viability bunék (nejvice viabilitu snizovala forma MWCNT-
-HNO; + H,S80,). RovnéZ bylo pozorovano posSkozeni DNA pii davce 50 pg/ml/ 24 h (nej-
vyssi genotoxicky G¢inek byl nalezen u ,,istych® MWCNT).2

Toxicky efekt nanocastic nemusi byt vyvolan jen pfimym poskozenim, ale rovnéz také
zasahem do metabolismu bunky. Napiiklad Zhao et al. zjistili, ze ,,¢ista™ a karboxylovana
forma MWCNT podporuje vznik jaterni steatozy (kumulaci lipida v jaternich buiikach). Ve
své praci uvadéji, ze u bunék HepG2 vedla internalizace nanocastic k destabilizaci lysozomt,
k endoplazmaticko-retikularnimu stresu a ke zvyseni produkce ROS. Byla zjisténa zvysena
lipofagie, kumulace lipidli v bunkach a zvysena exprese PLIN2 a BECNI (genl souviseji-
cich s lipofagii).2¢ Steatoza je spojena s indukci zanétu a fibrotickych zmén v jaterni tkani
a piedstavuje vyznamny rizikovy faktor pro onemocnéni jater. Piret et al. inkubovali bunky
HepG2 s MWCNT (100 pg/ml/ 24 h). Byla nalezena zvysena exprese mRNA pro IL-7, CCR7
a endotelin 1, coz naznacuje, ze MWCNT maji pfimou prozanétlivou aktivitu.?’
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Vysledky vétSiny studii naznacuji, ze CNM maji potencial poSkozovat travici systém,
jeho strukturu i funkce. Mohou ménit morfologii bunék, posSkozovat organely (vcetné jadra
a DNA), zvySovat oxidacni stres, indukovat zanét a bunécné starnuti, narusovat bariérové
funkce a ménit slozeni mikrobioty. Vzdy zalezi na typu nanocastic a Casto také na davce
a dob¢ expozice.

5.2 IN VIVO STUDIE

Studie in vivo popisuji postexpozicni poskozeni stfevni sliznice s nekrézami a narusenim
permeability, zanétlivé zmény tkani a zmény v jejich transkriptomu. Jejich vysledky tedy jsou
v souladu s in vitro studiemi.

Napfiklad autofi Masyutin et al. zjistili, Ze oralni expozice mysi davce 30 mg MWCNT / kg
po dobu 30 dni vedla k poskozeni sliznice tenkého stfeva, které bylo provazeno nekrotickymi
zménami stfevnich klkd. Kumulace MWCNT ve stfeve pozorovana nebyla a vedle penetrace
do systémové cirkulace byla majoritni cestou eliminace ze stieva stolice. Uvedené nalezy
naznacuji, ze v horni Easti traviciho traktu nedochazi k uplné degradaci MWCNT.2

Predmétem studie Fua et al. byly dlouhodobé uc¢inky GO na kojici mysi. Nalezy popi-
suji poskozeni sliznice zaludku a la¢niku a zvySené hodnoty jaternich enzymut alaninami-
notransferazy (ALT) a aspartataminotransferazy (AST). Ve stfevé nedochézelo k tvorbé GO
aglomeratil, coz mélo za nasledek vyssi adherenci GO na stfevni epitel a jeho translokaci do
systémové cirkulace. Autofi sledovali také vliv expozice matek na kojena mlad’ata. Mlad’ata
exponovana GO v matefském mléce (a po jedendcti dnech suspenzi GO v pitné vod¢) vyka-
zovala opozdény vyvoj. Kazdy den laktace dochazelo k vyraznéj$im zménam v délce jejich
ocasu a v télesné vaze (v porovnani s kontrolami). U mlad’at byly pozorovany histologické
a funk¢ni zmény v duodenu a v jatrech (duodenalni hyperplazie, otok a vakuolizace a hyper-
trofie hepatocytll). Z vysledku je ziejmé, ze GO pronika do matefského mléka a ovlivituje
vyvoj potomki, véetné jejich travici soustavy.28 Podobny t¢inek GO byl zjistén i pii expozici
potkanti. Jiz zminovani autofi Feng et al. exponovali potkany GO (40 mg/kg) denné po dobu
9 dni. Vzorky stevni sliznice potkant nesly znamky poSkozeni mikrostruktury stieva, apo-
ptozy a vykazovaly zvySenou troven oxida¢niho stresu.!

Vysledky nekterych studii naznacuji, ze GO muize narusovat stievni permeabilitu. Ve stu-
dii Wua et al. byly Caenorhabditis elegans (had’atka obecnad) akutné (24 hodin) a dlouhodobé
(od larvy do dospélce) exponovany suspenzi GO (0,5-100 mg GO / ml). Expozice zptsobila
poskozeni stfeva se ztratou mikroklkt a nartist hladiny oxida¢niho stresu, coz narusilo perme-
abilitu a ovlivnilo délku defekacniho cyklu. Defekacni cyklus se prodlouzil u prolongované
expozice v zavislosti na podané davce. Z vysledki plyne, ze GO naruSuje jak strukturu, tak
i funkci stfeva.2? Podobné vysledky ziskali také autofi Chen et al. z experimentu na mysich,
exponovanych SWCNT (davky 0,05, 0,5 a 2,5 mg/kg/den) po dobu 7 dni. SWCNT indukova-
ly zanétlivou odpovéd’, doprovazenou nartistem hladin prozanétlivych cytokint IL-18, IL-6
a TNF-a a zvySenou stfevni permeabilitou. Byly rovnéz zjistény zmény slozeni sttevniho
mikrobiomu. SWCNT zpuisobily posun od Firmicutes k Bacteroidetes a zvysily pocty bakterii
podporujicich zanétlivé pochody ve stieve Alistipes uncultured bacterium a Lachnospiraceae
bacterium A4. Je ziejmé, ze poskozeni stteva SWCNT je spojeno s interakei SWCNT s bak-
teriemi stfevniho traktu a s naslednym spusténim reakci ,,metabolického zanétu*.30
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Zmény ve slozeni mikrobioty, popisované v podkapitole in vitro studii, byly pozorovany také
v nékterych in vivo studiich. Naptiklad Zheng et al. exponovali sladkovodni ryby Danio rerio
(zebrafish, danio pruhované) grafenu, GO a rGO po dobu 21 dni. Pfitomnost CNM zvySovala
ve stievech pocty rodll kmene Fusobacteria a rody Cetobacterium a Lactobacillus. Zaroven
poklesl pocet zastupct kmene Firmicutes a rodu Pseudomonas ze skupiny Gammaproteobac-
teria. Vzorky stfevni tkdné€ vykazovaly znamky zvysSené trovné oxidac¢niho stresu a poskoze-
ni bunék (vakuolizace, vyssi poéty poharkovych bunék a naruseni mezibunéénych spoji).3!

Nutno doplnit, ze CNM mohou, vedle pfimého poskozeni stfeva, indukovat také exacer-
baci jiz existujiciho stfevniho onemocnéni. V experimentu na mySich s kolitidou podavali
Gao et al. po dobu 8 dni GO v davce 60 mg/kg. Expozice GO posilila zanétlivou aktivitu
ve stfeveé (zvysila infiltraci stfeva zanétlivymi buiikami) a touto cestou vyznamné zhorsila
klinicky prabéh kolitidy.!6

Rada in vivo studii byla vénovana hepatotoxicité CNM. Napiiklad Ji et al. exponovali mysi
MWCNT funkcionalizovanym (oxidovanym) kyselinou (O-MWCNT) a MWCNT dispergo-
vanym Tweenem-80 (T-MWCNT) po dobu 15 a 60 dnii. Obé expozice mély za nasledek
zavazné poskozeni jater (zanéty, nekrozy, poskozeni mitochondrii a bunéénou lyzu). Pozoro-
vana byla rovnéz zvysena exprese GPCR (G protein-coupled receptors), gent podilejicich se
na syntéze cholesterolu a patficich do metabolickych cest enzymu p450 (vyssi miru poskozeni
indukovaly T-MWCNT).32 Poskozeni jater potvrdili také Adedara et al., ktefi intraperitoneal-
né exponovali potkany nizkym davkam MWCNT. Poskozeni jater se manifestovalo zvySenim
sérovych hladin AST, ALT, alkalické fosfatazy (ALP) a y-glutamyltransferazy (GGT). Rov-
néz bylo pozorovano snizeni aktivit vybranych antioxida¢nich enzymt (superoxiddismutazy
a glutathion-S-transferazy). Pfitomnost oxidacniho stresu potvrdila zvySena mira peroxidace
lipid@. Autofi se domnivaji, ze poskozeni jater je mozné pricitat indukci zanétu se zvySenymi
hladinami prozanétlivych cytokint a enzymu (IL-1p, IL-6, TNF-a, COX2 a iNOS).33

Poskozeni hepatocytti (a celé jaterni tkan¢) CNM by nemélo byt spojovano pouze s nartis-
tem hladiny oxidac¢niho stresu a s rozvojem zanétu. CNM maji potencial ménit i metabolic-
ké funkce hepatocytl. V in vitro studiich bylo ukézano, ze CNM indukuji kumulaci lipida
v hepatocytech a mohou stat za rozvojem hepatosteatdzy. Xu et al. ovétovali tento jev také
v experimentech in vivo, ve kterych potkantim s navozenou nealkoholickou hepatosteatézou
aplikovali intravenozné¢ MWCNT (50, 100, 200 ng/kg). Aplikace vyznamné zhorsila stav
jater, pfi kterém doslo k rozvoji chronické hepatitidy, doprovazené oxida¢nim stresem, kumu-
laci lipidd v jatrech a depleci glutathionu.34

Vyse uvedené studie (zamétrené na toxicitu CNM vici stfevu) naznacuji, ze CNM ne-
ovliviiuji pouze rodi¢ovsky organismus, ale i vyvoj jejich potomkd. Ve studii autorti Zhanga
et al. byly mysi samci i samice intratrachealn¢ exponovany MWCNT (15 mg/kg / 1% tydné
po dobu 13 tydni) a byl hodnocen vliv této expozice na jaterni lipidovy metabolismus jejich
potomkdl. Mlad’ata mysi, ktera byla exponovana MWCNT, vykazovala (v porovnani s kontro-
lami) vyznamné nizsi vahu, histologické zmény na jaternim parenchymu a zvysenou expresi
gend, které se podileji na syntéze lipida v jatrech (posledné uvedeny nalez vede ke kumulaci
tuk® a k naruseni jaternich funkei).33

Hepatotoxické ucinky byly prokdzany i u SWCNT. Principi et al. popisuji kumulaci
a perzistenci SWCNT v jaterni tkani po jejich intravendzni aplikaci mysim (0,16, 1,6 nebo
6,4 mg/kg). Agregaty CNM byly v tkani detekovatelné jiz za 24 hodin po expozici a maximal-
ni kumulace bylo dosazeno po tfech tydnech. Agregaty se nachazely v cytoplazmé i v extra-
celularni matrix. Jejich nejvyraznéjsi kumulace byla zjisténa v blizkosti Kupfferovych
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bunék, coz naznacuje, z2 SWCNT mohou byt t€émito buikami fagocytovany. Zvysena akti-
vita rezidentnich imunitnich a jaternich bunék vedla k rozvoji zanétu, infiltraci jaterni tkan¢
perifernimi imunitnimi buitkami a k poskozeni hepatocytti (diikazem poskozeni byly zvysené
sérové hladiny AST, ALT a bilirubinu). V prub¢hu nasledujicich tfi tydnt hladiny AST a ALT
postupné klesaly, ale hodnoty bilirubinu byly zvySené minimalné ¢tyii mésice po aplikaci
nejvyssi davky.30

Zda se, ze hepatotoxicky potencial maji i CNM odvozené od grafenu. Ve studii Zhanga
et al., provedené na potkanech, byly intraven6zné aplikovany tii formy nanocastic GO (malé
GO 50-200 nm, stfedni GO 200-500 nm a velké GO 500-2000 nm) v davce 5 mg/kg. VSech-
ny tfi formy GO indukovaly expresi hepatocytarniho IL-6 a zvySovaly hladinu oxida¢niho
stresu (nejvyraznéjsi zmény byly pozorovany u velké formy GO). Kromé hepatocytt akti-
voval GO také makrofagy, coz zvysilo produkci prozanétlivych cytokint IL-1p a TNF-.37
K podobnym zavérim dosly i dalsi dva kolektivy. Anita Patlolla, Jonathan Randolph a Paul
Tchounwou exponovali pét dni oralné potkany GO v davkach 20 a 40 mg/kg/den. Za 24 hodin
od posledni davky odebrali vzorky krve a jater. Byla zjisténa zvySend troven oxida¢niho
stresu a na davce zavisla funkéni a morfologicka poskozeni. Druha skupina védct uvedla,
ze expozice GO (0,4, 2,0 a 10,0 mg/kg / 15 davek v pribéhu 30 dni) vyznamné zvysila miru
oxidacniho stresu a miru poSkozeni jater, coz bylo doprovazené vyznamnym nartistem hladin
jaternich enzymi AST, ALT a ALP.38:39

Funk¢éni a morfologické zmény jaterni tkané byvaji provazeny také zménami v transkrip-
tomu. Poulsen et al. ve své studii vystavili mysi intratrachealni expozici GO a rGO (v davkach
18, 54 a 162 pg/mys). Z vysledki vyplyva, ze exprese gent v jaterni tkani byla vyznamnéji
ovliviiovana expozici GO. Vyssi davky GO i1 rGO aktivovaly geny, které jsou soucasti signal-
nich drah pro regulaci syntézy lipidii a homeostazy (vEetné homeostazy cholesterolu). Zmé-
ny v expresi nuklearnich receptorti transkripcnich faktord LXR/RXR napovidaji, ze vlivem
expozice doslo ke zvyseni metabolismu a biosyntézy cholesterolu, zatimco mira lipogeneze
a transportu cholesterolu byly omezeny.40

Vedle prokazatelné stievni a jaterni toxicity nékterych CNM je na druhou stranu nutno
zminit také jejich protektivni G€inky, reprezentované piedevsim zéastupci z fady fullerent.
Organova toxicita fullerent je nejen velmi nizka az zanedbatelna, ale naopak existuji dikazy
o tom, ze expozice fullereniim podporuje regeneraci a normalni fyziologicky stav tkani (vcet-
né tkani stfev a jater). Ve studii autorti Takahashi et al. byli potkani oraln¢ exponovani fulle-
renu (Cy,) v davkach 1, 10, 100 a 1000 mg/kg/den po dobu 29 dni. V nasledujicich 14 dnech
nebyly u zadné z davek pozorovany patologické organové zmény a nebyla pozorovana ani
organova kumulace. Jedinou pozorovatelnou zménou byl nevyznamny nartist hmotnosti
jater. Zvifata exponovana nejvyssi davce méla cernou stolici a stopy fullerenu byly nalezeny
v zaludku a v tlustém stfeve.*! Protektivni G¢inek fullerenti (C,,) popsali napiiklad Elshater
et al. V jejich studii byl potkantiim podavan hepatotoxicky cyklofosfamid, pfi¢emz jedna ze
skupin dostavala navic také fulleren Cg, (4 mg/kg/denné po dobu 10 dni). U téchto potkant
(ve srovnani s potkany, kteti dostavali pouze cyklofosfamid) doslo k normalizaci krevniho
obrazu (erytrocytl, trombocyti i leukocytit), neklesla hladina hemoglobinu a byly nalezeny
niz§i hladiny ALT, AST, ALP a oxidaéniho stresu.2

Z dalsich zivocisnych druhtl, které byly vyuzity k monitorovani uc¢inktit CNM, je mozné
zminit napiiklad kachnu domaci. Al-Badri et al. se pokusili o odhad hepatotoxickych u¢inkt
v oblasti, jejiz prostiedi bylo kontaminovano CNM. Zde zijici kachny domaci tak byly konti-
nualné vystaveny expozici ultrajemnych sazi (carbon black) a MWCNT. Z vysledkt vyplyva,
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ze jatra kachen vykazovala zietelné znamky poskozeni. Doslo k dilataci sinusoidi, kongesci
a k zanétu. Autofi se domnivaji, ze k poskozeni jater mtize dochazet i u ostatnich zde Zijicich
zivocicht, veetné exponovanych osob.*? Vzhledem k tomu, Ze se CNM mohou dostavat i do
vodniho prostiedi, jsou vyznamné studie s vodnimi zivocichy. V jedné studii Chernick et al.
testovali toxicitu MWCNT na rybach Oryzias latipes (medaka japonska). Ryby byly expo-
novany oralné v sedmi davkach béhem 16 dni. Mezi nalezy patfi predevsim poskozeni jater
a zlucovych cest. Histologicka analyza odhalila otoky drsného endoplazmatického retikula,

zvysenou lysozomalni aktivitu hepatocytl a otoky v intrahepatickych zlucovych cestach.4

5.3 ZAVER

Gastrointestinalni trakt je jednou se vstupnich bran CNM do organismu, kam mohou pronikat
s potravou, tekutinami, Iéky atd. Skrze néj pak mohou prestupovat do tkani a krevniho ob¢hu,
kde, jak jsme jiz popsali, mohou piisobit i toxicky. Toxicita byla prokazana také vici bunkam
gastrointestinalniho traktu, a to jak in vitro, tak in vivo. Jak se ukazuje, toxicky ptisobi hlavné
MWCNT, SWNCT, grafen, GO a rGO. Mohou poskodit nejen stfevni sliznici, ale také jatra.
Casto se jedna o poskozeni zprostiedkované indukei chronického zan&tu a oxidaéniho stresu.
Alarmujici je, ze nekteré studie dokladaji také mezigeneracni toxicitu.
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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





