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7 TOXICITA VUCI MOCOVEMU USTROJi

Uhlikové nanomaterialy (CNM) vstupuji do zivych systému vétSinou inhalacné, peroralné
nebo transdermalné. V piipadech terapeutického pouziti pfichazi v tvahu i vstup intravenoz-
ni. Z mista vstupu jsou CNM translokovany do systémové cirkulace a nasledné distribuovany
do cilovych tkani, kde interaguji s bio(makro)molekulami. V dalSich krocich dochazi k jejich
kratkodobé ¢i dlouhodobé depozici, biotransformaci a eliminaci.!

Vylucovaci soustava zajistuje vylu¢ovani odpadnich latek z téla, je soucasti detoxikacnich
mechanismd, udrzuje vodni a elektrolytovou rovnovahu, hodnotu pH a hodnoty krevniho
tlaku a podili se na hormonalni expresi. U ¢lovéka patii ke klicovym slozkam vylucovaci
soustavy ledviny, mo¢ovody, mo¢ovy méchyi a mocova trubice. Poskozeni vylu¢ovaci sou-
stavy je spojeno s fadou patologii, které se manifestuji jak na tkanich vylucovaci soustavy
samotné, tak i na celém organismu. Proces odstranovani xenobiotik (véetné nanocastic) vylu-
Covaci soustavou zahrnuje glomerularni filtraci, tubularni resorpci, sekreci a urinarni exkreci.
Xenobiotika pfi tomto procesu mohou poskozovat nefrony, tubularni systém i dolni cesty
mocové.! Mezi hlavni mechanismy poskozeni byva fazen oxidaéni stres (produkce volnych
radikalt a reaktivnich intermediatti), indukce mitochondrialniho a endoplazmaticko-retiku-
larniho stresu a indukce zanétu.2

7.1 IN VITRO STUDIE

In vitro studie nefrotoxicity jsou provadény na bunkach vylu¢ovaciho ustroji, nejc¢astéji na
liniich odvozenych od tkani ledvin. Vysledky nékterych studii predstavime v nasledujicim
textu.

Ku prikladu Yu et al. provedli studii na HEK-293T (lidské embryonalni ledvinné bunky),
které exponovali uhlikovym nanotrubicim (CNT) funkcionalizovanym polyetylenglykolem
(PEG; expoziéni koncentrace 100-200 pg/ml; expozic¢ni doba 24, 48 a 72 h). Byla pozorovana
Iyza bunék, nekrdza a snizeni poctu bunck v kultufe. Vyssi davky zptisobovaly (vedle piimého
poskozeni) i morfologické zmény.3

Autofi Reddy et al. hodnotili toxicitu dvou typt rizné dlouhych mnohovrstvych uhliko-
vych nanotrubic (MWCNT; 60-80 nm a 90—150 nm; koncentrace 3 a 300 pg/ml; 48 h) vuci
bunééné linii HEK-293T. Autofi uvadéji nalezy davkove zavislého snizeni viability bunck
a koncentraci glutathionu, ktery ptisobi antioxidacné. Naopak vzrostla mira poskozeni bunéc-
nych membran, hladin laktatdehydrogenazy a prozanétlivého cytokinu IL-8. Vyssi toxicitu
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vykazovaly MWCNT o délce 60—80 nm. Vysledky tedy svéd¢i pro piitomnost oxida¢niho
stresu, smrti bunék a indukci zanétu.

Toxicitu dvou typt MWCNT s rozdilnou délkou testovali i Kermanizadeh et al. Jako
expozi¢ni objekt byla pouzita bunééna linie HK-2 (dospélé lidské buiniky proximalni tubular-
niho epitelu). Celodenni (24h) expozice obéma typim MWCNT zvySovala expresi volnych
kyslikovych radikalt (ROS) a hladiny prozanétlivych cytokinti IL-6 a IL-8 podobné jako
v pfedchozi studii.’

Barillet et al. testovali nékolik druhit CNM (véetné MWCNT) na fad¢ bunéénych linii,
mezi kterymi byla i linie reprezentujici ledvinovou tkan NKR-52E (krysi epitelové buiiky led-
vin). Expozice davkam 0,25-100 pg (kultivace 1 az 72 hodin) naruSovaly buné¢nou integritu,
zvySovaly expresi ROS a indukovaly bunécnou smrt. Genotoxicka analyza (kometovy test)
odhalila zvySeny vyskyt zlomi DNA fetézci.¢

Autofi Blazer-Yost et al. testovali toxicitu fullerent (Cg), jednovrstvych uhlikovych
nanotrubic (SWCNT) a MWCNT na bunééné linii kortikalnich sbérnych kanalkti mysich
ledvin (mouse kidney cortical collecting duct cell line, mpkCCD,). Po dvoudenni expozici
byla zjisténa sniZena transepitelova elektricka rezistence, coz indikovalo naruseni integrity
a bunécné viability jednovrstvé bunééné kultury. Velmi zajimavym zptsobem byla narusena
rovnéz exprese fady proteinil. Autofi popsali, ze davka 0,004 pg C,/cm? ovlivnila expresi
61 proteint (u 34 doslo ke zvySeni exprese a u 27 ke snizeni exprese). Jednalo se hlavné
o proteiny zapojené do bunécné smrti, produkce energie, vzniku nadord, tj. i proteint ovliv-
nujicich bunéény rust, proliferaci a bunécény cyklus. Je zajimavé, ze vyssi davky mély nizsi
dopady na expresi proteini. Pokud se podivame na SWCNT a MWCNT, tak i zde doslo ke
zménam v expresi proteinl. K nejvyraznéjsim zménam opét doslo v piipadé nejnizsi davky,
tj. 0,004 pg/cm?2. Tato davka SWCNT zvysila expresi 57 proteint a snizila expresi 59 pro-
teint, v piipadé MWCNT to bylo zvySeni exprese 45 a snizeni exprese 60 proteinti. Opét se
jednalo hlavné¢ o proteiny zapojené do zakladnich funkci buné€k jako v piipadé Cg,. Navic
autofi zaznamenali také snizeni exprese ribozomalnich a histonovych proteind. Z uvedeného
je zfejmé, ze rizné druhy CNM indukuji rizné bunééné odpovédi a ze v charakteru tohoto
procesu hraje vyznamnou roli expoziéni koncentrace.”

Je znamo, ze biologickou aktivitu CNM mohou snizovat ¢i zvySovat jejich povrchové
modifikace/funkcionalizace. Autofi Johnson-Lyles et al. exponovali LLC-PK1 (praseci bun-
ky proximalniho ledvinného tubulu) hydroxylovanému fullerenu (fullerenolu) v davkach
0,6-60 mM po dobu 24 nebo 48 hodin. Expozice fullerenolu indukovala bunéénou smrt
a ztratu mitochondridlniho membranového potencialu. Byl naruSen cytoskeleton, doslo ke
kumulaci autofagozomovych vakuol a k depleci ATP. Zajimavé je, Ze navzdory poskozeni
mitochondrialnich struktur nebyla pozorovana zvysena hladina volnych kyslikovych radikalt
(ROS).8

7.2 IN VIVO STUDIE

In vivo studie nefrotoxicity jsou provadény nejcastéji na hlodavcich. Z testovanych CNM
jednoznacné prevazuje grafen a jeho derivaty (napiiklad oxid grafenu; GO). Patlolla et al.
testovali nefrotoxické ucinky GO na potkanech (5 dni; oralni expozice; davky 0, 10, 20
a 40 mg/kg). Expozice zvySovala aktivitu superoxiddismutazy, katalazy a glutatihonperoxi-
dazy a poskozovala funkce ledvin. Byl zaznamenan nartist hladiny sérového kreatininu,
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hladiny BUN (blood urea nitrogen) a hladiny oxidac¢niho stresu, pfestoze se aktivita anti-
oxida¢nich enzymu zvysila. Histologicka analyza potvrdila poskozeni ledvinovych tkani.
Davka 10 mg/kg zptsobovala dilataci tubuld a rendalni tubularni separaci; davka 20 mg/kg
vyvolavala tubularni nekrozu, dezintegraci tubull, degeneraci hematopoetické tkané a eozi-
patologii. V§echny pozorované zmény byly zavislé na davkach.?

Na rozdil od vyse popsanych vysledkl vSak skupina jinych autorti (Karsh et al.) v in vivo
experimentu piitomnost nefrotoxickych ucinkt GO nezjistila. Tito autofi aplikovali potkantim
po dobu jednoho tydne intraperitonealné GO v denni davce 1 mg/kg.!0 Zjisténou neshodu by
bylo mozné ptisuzovat rozdilné formé expozice a vyrazné rozdilnym expozi¢nim davkam,
nebot’ Patlolla et al. podavali davky 10—40 mg/kg.

Ve experimentech byla pochopiteln¢ vénovana pozornost i vlivu povrchové modifikace/
funkcionalizace CNM na jejich biologickou aktivitu. Napftiklad Jasim et al. sledovali distribu-
ci GO funkcionalizovaného kyselinou 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctovou
(GO-DOTA znaceny radioaktivnim indiem). Po intravendzni aplikaci (50 pg) mysim byl
GO-DOTA detekovan v mo¢i, v mo¢ovém méchyti, ve slinivce a v jatrech.!!

S ohledem na pozitivni nalezy in vitro experimentl byla potencialni nefrotoxicita uhliko-
vych nanotrubic (CNT) testovana rovnéz i v experimentech in vivo. Naptiklad Lacerda et al.
aplikovali my$im intravenozn¢ nefunkcionalizované a funkcionalizované MWCNT (funkcio-
nalizace amoniakem a karboxylovymi skupinami; davka 200 pg). Po 24 hodinach od aplikace
byly mysim odebrany vzorky ledvin, jater, sleziny a plic. Z nalezii vyplyva, Zze ¢im vyssi byl
stupen funkcionalizace, tim mensi byla jejich akumulace ve tkanich. Nefuncionalizované
MWCNT se akumulovaly témét vyhradné v plicich a jatrech (ne v ledvinach). Vybrané indi-
katory analyz séra a moci neindikovaly fyziologické abnormality u zadného z odebranych
organtl. Autoii se domnivaji, ze kritickym faktorem, vedoucim k mensi akumulaci CNT ve
tkanich a k normalni tkanové fyziologii, je stupen funkcionalizace, a nikoli povaha funkénich
skupin.!2

K opa¢nym zavérim dosli Maha Gazia a Mohammed El-Magd, kteti znamky nefrotoxici-
ty MWCNT popsali. V jejich experimentu byly potkantim intratrachealné podany nefunciona-
lizované a funkcionalizované MWCNT (amylované a obalené polyethylenglykolem — pegy-
lované; davka 1 mg/kg). Nefunkcionalizované a amylované MWCNT zptisobovaly prakticky
stejnou formu poskozeni ledvinové tkang, ktera méla za nasledek snizeni ledvinovych funkei.
V histologickych preparatech byly patrné kolabované nebo edematdzni hemoragické glome-
ruly, poskozené mezangialni a endotelové buiiky a mnoho apoptotickych bunék. V krvi byly
nalezeny zvysené hladiny mocoviny a kreatininu. Pfi¢inu poskozeni autofi pfipisuji zvysené
hladiné¢ oxidacniho stresu, ktera indukovala zanétlivou odpovéd’ a apoptozu. Piitomnost zané-
tu byla potvrzena nartistem hladiny prozanétlivého IL- IL1 a zvySenou aktivitou kaspazy 3.
V ptipadé pegylovanych MWCNT vyse uvedend poskozeni a zmény pozorovany nebyly.!3

Nefrotoxické u€inky CNT popisuji rovnéz Zahra Matouri a Ali Noori, ktefi intraperito-
nealné aplikovali potkanim MWCNT, funkcionalizované karboxylovymi skupinami (davky
2,5, 5, 10 a 20 mg/kg). Po jednom dni od aplikace byla u davek 2,5 a 5 mg/kg nalezena
snizena hladina sérové kyseliny mocové. Po dvaceti dnech od aplikace byly u vSech davek
zjistény snizené hladiny sérové kyseliny mocové a mocoviny. Snizené hladiny kreatininu byly
nalezeny pouze u davek 5 a 10 mg/kg. Histologicka analyza prokazala poskozeni ledvinové
tkané. Zajimavy byl nalez lozisek hyalinu podobné substance, ktera vznikla (pravdépodobné)
v disledku zvysené aktivity eozinofilti a dalSich zanétlivych bunck (bazofili a neutrofillt).
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V kiife a dieni ledvin doslo vlivem expozice ke glomerularni degeneraci, dilataci Bowmanova
pouzdra a degeneraci stény proximalnich tubuld. Poskozeni tkané bylo zavislé na davce.!

Zavérem nutno zminit i pozitivni G¢inky CNM na organy vylucovaci soustavy. Autofi
Leporatti et al. popisuji ve svém piehledovém c¢lanku antibakterialni aktivitu nanodiamantt
pfi lécbe bakterialnich cystitid (vyvolanych naptiklad bateriemi Escherichia coli), které jsou
¢astou komplikaci nadorovych onemocnéni moc¢ového méchyte. U pacientl s touto diagno-
zou je nutné infekci fesit, nicméné byva problém s pouzitim stavajici farmakologické 1écby.
Autofi se domnivaji, ze antibakterialni aktivitu nanodiamantt by bylo mozné vyuzit i u rezi-
stentnich bakterialnich druht.!?

7.3 ZAVER

Studii, které se zabyvaji nefrotoxicitou neni mnoho a zavéry nejsou jednotné a jednoznacné,
podobné jako tomu bylo v pfipadé kozni a o¢ni toxicity. Pokud vychazime z principu predbéz-
né opatrnosti a existuji studie, které jistou miru toxicity prokazaly, je nutné s touto toxicitou
pocitat, obzvlasté kdyz pravé mocovy systém muize byt jednou z eliminacnich cest CNM.
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3HFWC
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ALP
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ARPE-19
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BAL
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cAMP
CAT
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CDHI1
CFU
CHCE-T
CNF
CNH
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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
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GPCR
GQD
H2AFX
H9c2
HaCaT
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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





