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4 KARDIOVASKULARNI TOXICITA

Kardiovaskularni onemocnéni jsou fazena mezi nejcastéjsi pfi¢iny morbidity a mortality
v populaci. Mezi znamé rizikové faktory vzniku a progrese téchto onemocnéni lze v posled-
nich desetiletich fadit i expozici uhlikovym nanomaterialim (CNM). CNM vstupuji do kar-
diovaskularniho systému vétSinou inhalacné, peroralné nebo transdermalné (prinik skrze
tkané do cévniho feciste). V pripadech terapeutického pouziti ptichazi pochopitelné v tiva-
hu i vstup intravendzni. CNM mohou interagovat s endotelem cév a srdeénich tkani. Mezi
poskozujici vlivy CNM patti zvysSena hladina oxida¢niho stresu, indukce zanétu, interakce
s iontovymi kanaly a zvySena uroven apoptdzy, popt. nekrozy bunék. Uvedené procesy vedou
ke kardiovaskularnim dysfunkcim, arytmiim, zménam krevniho tlaku, vazokonstrikei, atero-
sklerdze, zvysené koagulaci, hemolyze a k nezadouci angiogenezi. Zavaznou skutecnosti je
také kumulace CNM v kardiovaskularnim systému.!-2

Na druhou stranu ale nutno zminit také vyhody, které by pro kardiovaskularni systém moh-
ly CNM predstavovat. Konkrétné se jedna o vyuziti nékterych CNM jako scaffoldtl, umoziu-
jicich diferenciaci bun¢k do podoby kardiomyocytl a podporujicich jejich rist a generovani
elektrickych impulza. Takto vytvorené bunééné linie, ¢i dokonce tkang, by v budoucnu mohly
byt kli¢ovou soucasti procesu regenerace srdeéni tkané.?

4.1 IN VITRO STUDIE

VétsSina in vitro studii byla provadéna na endotelialnich bunkach lidské pupecnikové zily
(human umbilical vein endothelial cells; HUVEC), na kardiomyocytech a na bunkach hladké
svaloviny, ktera je soucasti cévnich stén. Zajimavym jevem je diverzifikace biologické odpo-
védi podle typu bunék. Zatimco pii expozici vaskularnich bunék pfevazuji toxické ucinky
CNM, v pripadé kardiomyocyti se jedna spiSe o G¢inky protektivni, ve smyslu podpory jejich
proliferace a jejich funkci.

V in vitro experimentech byly nejéastéji sledovany ucinky grafenu, modifikaci grafenu
a uhlikovych nanotrubic (CNT).

Autofi Hashemi et al. exponovali bunéénou kulturu HUVEC suspenzi oxidu grafenu (GO)
a grafenovym kvantovym teckam (GQD) 4, 24 a 48 hodin (koncentrace 7,8, 15,6, 31,2, 62,5
a 125 pg/ml). Oba typy nanoéastic, zejména ve vyssich koncentracich, snizovaly viabili-
tu bun¢k v disledku naruseni membranového potencidlu mitochondrii a nasledné indukce
déji vedoucich ke spusténi apoptdzy. Po ¢tythodinové expozici bunék koncentraci 15 pg/ml
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(GO 1 GQD) byla pozorovana zvysena exprese miR-21 (nekodukujici mikroRNA zapojena
do karcinogeneze) a snizena exprese proapoptotického proteinu BAX, homologu fosfata-
zy a TENsinu (phosphatase and TENsin homolog, PTEN). Snizena exprese antiapoptotické
molekuly Bcl2 byla pozorovana jen u expozice GO. Souhrnné Ize fici, ze expozice GO indu-
kovala vyznamngj$i zmény v expresich biomolekul.#

Kultivace bunééné kultury HUVEC s GO (25 a 50 pg/ml; 24 a 48 h) v experimentu autort
Cibecchini et al. vedla ke vzniku bunécénych agregati, k nardstu hladiny oxidac¢niho stresu,
k poskozeni mitochondrii a k naruseni struktury cytoskeletu. V dtsledku téchto zmén byla
narusena schopnost bunék migrovat a vytvaret kapilarni struktury. Byla tedy naruSena angio-
geneze.’

Grafen a GO mohou poskozovat i erytrocyty. Autofi Liao et al. zjistili u obou druhtt CNM
hemolytickou aktivitu, pficemz vyznamna mira hemolyzy se zacala projevovat ptiblizn¢ od kon-
centrace 50 pg/ml. Mira hemolyzy s rostouci expozi¢ni koncentraci souvisela s velikosti ¢astic
GO. Nejvyssi mira hemolyzy byla pozorovana u nejmensich ¢astic a dosahovala zhruba 90 %.6

Toxicita GO byla studovana také na kardiomyoblastech (H9c2). Arbo et al. exponovali
kardiomyoblasty po dobu 24 hodin koncentracim GO 20, 40, 60, 80 a 100 pg/ml. V souvis-
losti s expozici pozorovali u bun¢k naruseni mitochondrialnich funkei, zvySeni produkce
volnych kyslikovych radikaltl a poskozeni struktury DNA.7 V obdobné studii exponovali
Zhang et al. bunécnou kulturu H9¢2 GO a redukovanému GO (50 pg/ml / 24 h). Oba CNM
(silngjsi ucinek vykazoval rGO) zvySovaly miru apoptoézy a hladinu laktatdehydrogenazy.
Byla naru$ena funkce mitochondrii a zvy$ena hladina oxida¢niho stresu.®

V ramci kardiovaskularniho systému je velmi zajimava i oblast hematoencefalické barié-
ry, kterd je nezbytna jak pro ochranu, tak vyzivu nervové tkané. NaruSeni cév miize mit zavaz-
né nasledky. Je tedy dulezité zjistit, zda CNM mohou narusit i cévy/kapilary v této lokalite.

Autofi Rosas-Hernandez et al. zjistili, Zze nanocastice grafenu mohou narusovat hematoen-
cefalickou bariéru (HEB). ZvySena permeabilita HEB je rizikovym faktorem pro poskozeni
centralni nervové tkan¢, coz ma za nasledek zrychleni degeneracnich procesti. V experimentu
uvedenych autorti byly grafenu (koncentrace 50 a 100 png/ml) exponovany mozkové mikro-
vaskularni endotelidlni bunky (brain microvascular endothelial cells, BMEC). Tyto buiky
jsou soucasti HEB a u obou byly po expozici pozorovany zvysené hladiny laktatdehydro-
genazy, zvyseny vyskyt nekroz a zvysena permeabilita endotelu. Vyssi davky zptisobovaly
fragmentaci DNA, zvySenou miru apoptdzy, a naopak snizenou expresi okludinu (proteinu
tésnych mezibunéénych spoji).”

Autoti Ardofia et al. analyzovali poskozeni HEB po expozici grafenu, redukovanému GO
(rGO), ¢astecné redukovanému GO a GO (5, 10, 25 a 50 pg/ml). Vice oxidované formy gra-
fenu indukovaly vyznamnéjsi poskozeni a modifikovaly organizaci cystoskeletu (zvySovaly
endotelovou permeabilitu a tvorbu protruzi a filopodii bungk).!? Toxické vlivy na HEB byly
prokazany také u mnohovrstevnych nanotrubic (MWCNT). Autofi Yang et al. se zaméfili na
vliv expozice MWCNT na permeabilitu HEB a za timto uc¢elem kultivovali kulturu BMEC
s MWCNT (20 pg/ml/ 24 h). Obdobné jako ve studiich zaméfenych na expozici grafenu byla
1 zde pozorovana zvysena permeabilita HEB a snizena exprese okludinu. Vedle toho autofi
zjistili zmény dalSich faktort, které obecné zvysuji bunéénou permeabilitu. Konkrétné se
jednalo o naruseni exprese zonula occludens-1 (periferniho membranového proteinu, ktery
patii do rodiny proteinti charakterizujicich tésné bunécné spojeni; ZO-1) a o zvySenou akti-
vitu hemikanalt, které podporuji expresi konexinu 43 a pannexinu. Karboxylované formy
MWCNT uvedené zmény neindukovaly.!!
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Dale budeme pokracovat toxicitou uhlikovych nanotrubic: Zhao et al. studovali vliv
MWCNT na bunéénou kulturu HUVEC. V jejich experimentu byly pouzity MWCNT
s riznym prumérem (XFM4 /10,33 £+ 3,50 nm/ < XFM22 /21,55 + 5,66 nm/ < XFM34
/38,80 + 13,07 nm/; koncentrace 0, 4, 8, 16, 32 a 64 ug/ml / 24 h). Z vysledkt vyplyva,
ze MWCNT snizovaly, v zavislosti na koncentraci, viabilitu bunék. Nejsilnéjsi ucinek byl
zaznamenam v piipadé¢ expozice XFM4. U této expozice byla také zjiSténa nejvyssi exprese
IL-6, solubilnich vaskularnich buné¢nych adheznich molekul 1 (VCAM-1) a volnych kys-
likovych radikalti (ROS). V experimentu byl zjiStén i narist endoplazmaticko-retikularniho
stresu a snizeni miry autofagie. Vlivem expozice MWCNT doslo rovnéz k zvySeni adheze
THP-1 monocytt na HUVEC. Studie prokazala, ze toxicky ucinek MWCNT zavisi jak na
davce, tak i na primeéru ¢astic.12

Studie autorit Longa et al. byla zaméfena na vztah mezi délkou MWCNT (0,5-2 pm
a 10-30 um) a jejich ucinky na buné¢nou kulturu HUVEC. Expozice zahrnovala koncentrace
2,4, 8,16 a 32 pug/ml (doba expozice 24 hodin). Oba typy MWCNT byly bunikami inter-
nalizovany s lokalizacemi CNM v jadru a v mitochondriich. Kratsi MWCNT vykazovaly
celkové nizsi miru toxicity. Ponékud piekvapivé bylo zjisténi, ze MWCNT neindukovaly
produkci ROS, nicméné snizovaly koncentraci antioxidacniho glutathionu. Delsi MWCNT
vyznamné zvysovaly expresi prozanétlivych cytokinti IL-6, TNF-a, solubilnich intercelular-
nich adheznich molekul 1 (ICAM-1) a solubilnich VCAM-1. ZvySovaly rovnéz adhezivitu
THP-1 monocyta.!?

Cao et al. studovali vaskularni uc¢inky dvou typit MWCNT u mysi s apolipoproteinem
E(-/-), mysi divokého typu a kultivovanych bun¢k. Mys$i ApoE(-/-) mély po péti intra-
chedlnich instilacich MWCNT (25,6 pg/mys tydné po dobu 5 tydn) zrychlenou progresi
plaku v aorté. Expozice byla spojena s plicnim zanétem, peroxidaci lipidt, zvySenou hladinou
oxidativniho stresu a se zvySenou expresi genl repara¢niho mechnismu DNA a vaskularni
aktivacni odpovédi. Expozice MWCNT v kultivovanych lidskych endotelidlnich buiikach
(HUVEC) zvysovala expresi bunécnych adheznich molekul (ICAM1 a VCAM1) a adhezi
THP-1 na HUVEC. Expozice obéma typim MWCNT byla spojena se zvySenou akumula-
ci lipidi v pénovych bunkach odvozenych od monocytt. Z vysledki vyplyva, ze expozice
MWCNT je spojena se zrychlenou progresi aterosklerdzy, ktera by mohla souviset jak se
zvySenou adherenci monocytl na endotel, tak s transformaci monocytti na pénové bunky
(zprostiedkovanou oxidativnim stresem).!4

Dalsim typem bun¢k, ktery v in vitro experimentech mtize reprezentovat kardiovaskularni
systém, jsou bunky hladké svaloviny aorty (HASMC). Autofi Yang et al. exponovali tyto
bunky MWCNT a karboxylovanym MWCNT (4, 8, 16, 32 a 64 pg/ml / 24 h). Obé formy
MWCNT snizovaly aktivitu mitochondrii a zvySovaly kumulaci lipida v bunkach. Vyznamné
zvySovaly také hladiny mRNA markerti endoplazmaticko-retikularniho stresu; mRNA pro
DDIT3 a XBP-1 a mRNA proteind zapojenych do lipogeneze (SREBF 1, SREBF2, FASN).
Autorti uvadéji, ze kumulaci lipidi 1ze potlacit preexpozici bunék inhibitorim endoplazma-
ticko-retikularniho stresu nebo antioxidantim. Z vysledkd je zfejmé, ze MWCNT poskozuji
hladkou svalovinu aorty a podporuji progresi aterosklerdzy.!5

MWCNT maji protrombotické ucinky a mohou intrinsickou cestou aktivovat koagulaci.
Interaguji primarné s faktorem IXa. Vyzkumnici v kolektivech Andrewa Burkeho a Alana
Gaffneyho popsali aktivaci trombocytil a tvorbu trombu v disledku expozice riznym modifi-
kacim MWCNT. Prvni tym pouzil 10, 50 a 100 pg/ml suspenze MWCNT, karboxylovanych
MWCNT a amidovanych MWCNT, na jejichz povrsich byl vazan polyetylenglykol nebo
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pluronic F-27 /(C3H60-C2H40)x/. Z vysledku vyplyva, ze srazeci ¢as nejvice zkracovaly
karboxylované MWCNT. Ve studii s obdobnym designem pouzili Gaftney et al. MWCNT
s polyvinylovym povrchem. Autofi nalezli zvySenou agregaci trombocytu, ktera se v souvi-
sejici in vivo studii projevila jako zvySena tvorby trombi.16:17

Protrombogenni ucinky byly potvrzeny také u jednovrstvych uhlikovych nanotrubic
(SWCNT). Ve studii Holzera et al. SWCNT indukovaly expresi P-selektinu (membranového
glykoproteinu trombocytil), coz vedlo ke zvysené tvorbé trombocyto-granulocytarnich kom-
plexa.!8

Jina studie (Rodriguez-Yaiez et al.) byla zamétena na fibrinolytické u¢inky SWCNT.
Bunécna kultura HUVEC byla exponovana suspenzi SWCNT o koncentracich 5, 25
a 50 ug/ml. Autofi uvadéji, ze jiz koncentrace 5 pg/ml vyznamné zvysovala produkei volnych
radikalt; vyssi koncentrace snizovaly i viabilitu. Koncentrace 25 pg/ml zvysovala expresi
gend asociovanych s fibrinolyzou (produkce tkanového aktivatoru tromboplastinu a urokina-
zy) a expresi genu inhibitoru aktivatoru plazminogenu 1. Z vysledkt je zfejmé, ze SWCNT
mohou poskozovat endotel a naruSovat fibrinolyzu.!?

Vedle bunék kardiovaskularniho systému mize expozice CNM ovliviiovat i slozky krve.
Autofi Yuvaraj et al. zjistili, Ze expozice MWCNT indukuje morfologické zmény erytrocytt
(zvySuje pocet echinocyttll) a snizuje jejich viabilitu. Morfologické zmény zasahuji do rheo-
logickych vlastnosti krve a zvySuji riziko kardiovaskularnich onemocnéni. V experimentu
vyse uvedenych autort byly sledovany uc¢inky MWCNT a hydroxylovanych MWCNT o kon-
centracich 5, 25, 50 a 100 pg/ml. Nejvyssi mira erytrocytarniho poSkozeni byla zjisténa
u nejvyssich koncentraci MWCNT.20

Dalsimi typy CNM se zabyvalo vyrazné mén¢ studii. Jednou z nich je naptiklad prace
Solarska et al., v niz byla sledovana cytotoxicita nanodiamantti (ND) vici bunééné kultuie
HUVEC (expozice 24, 48 a 72 h; koncentrace 2, 20 a 100 ug/ml). Autofi uvadéji, ze vyssi
koncentrace ND byly schopné navodit apoptdzu a nekrézu bunék jiz po 24 hodinach.?! Pted-
métem studie autor( Ren et al. byla analyza vlivu expozice fullerenu (Cy,) a jeho hydroxy-
lovaného derivatu (C4,-OH) na expresi B2-adrenergniho receptoru P2AR. Tento receptor je
exprimovan v kardiovaskularnim systému a jeho aktivace ¢i blokace miize mit vyznamné
dopady na funkce systému. Z vysledkt vyplyva, Ze C¢, 1 C¢,-OH mohou sice ménit lokélni
strukturu receptoru (hlavné distorzi helixu 4), nicméné tyto zmény nedosahovaly stupné sta-
tistické vyznamnosti. Dale bylo zjisténo, ze C, blokuje vazbu ligandi receptorového kanalu.
Zda se tedy, ze fulleren a jeho derivaty zfejmée disponuji jistou mirou toxického potencialu
viéi buitkam exprimujicim 2AR.22

Doposud uvedené studie se zabyvaly pouze negativnim dopadem expozice CNM na bun-
ky kardiovaskularniho systému. Zavérem této kapitoly je vSak nutno se zminit také o jejich
pozitivnich vlivech. Je znamo, ze CNM podporuji diferenciaci kardiomyocytt a piispivaji
k regeneraci poskozené srdecni tkané. Naptiklad Bahrami et al. prezentovali scaffold s troj-
rozmérnou grafenovou pénou, ktery podporoval adhezi a rst neonatalnich kardiomyocytt.
Pritomnost grafenu rovnéz posilila expresi genti asociovanych s kontrakei a relaxaci kardio-
myocytt a gentl kodujicich proteiny mezibunéénych spoju (troponin T, konexin 43).23

Autofi Zhao et al. popsali scaffold pfipraveny z rGO v kombinaci s hedvabnym fibroinem.
Material scaffoldu dokazal rekonstituovat myokardialni elektrické mikroprostiedi, které je
nezbytné pro regeneraci tkani po infarktu myokardu (podpora pfeziti kardiomyocyti).2 Dob-
rou miru biokompatibility GO a bun¢k hladké svaloviny krysi aorty (A7r5) prokézali ve své
studii autoii Ren et al. Jak plyne z jejich vysledkd, expozice GO neménila viabilitu bunék,
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expresi bunécnych markert ani bunéénou migraci. Naopak, malé vlocky GO vyznamné zvy-
Sovaly proliferaci hladkosvalovych bun¢k.?

O scaffoldech a jejich vyuziti v regeneracni mediciné se mizete vice docist v kapitole
,.Biomedicinské vyuziti uhlikovych nanomaterialt‘.

4.2 IN VIVO STUDIE

Diky své komplexité pfinaseji in vivo studie objektivnéjsi pohled na u¢inky CNM a nutno pii-
znat, ze ne vzdy se jejich vysledky shoduji s vysledky ziskanymi ze studii in vitro. Dosud pro-
vedené studie in vivo se primarné zaméfovaly na zjiStovani kardiotoxicity v podobé indukce
kardiovaskularnich onemocnéni ¢i jejich progrese. Jednalo se napiiklad o ateroskler6zu, kar-
diomyopatie nebo funkéni poruchy myokardu.

Ve studii Zhanga et al. vyvolala ¢trnactidenni intravenozni expozice GO a rGO (4 mg/kg)
u mysi vyznamny naridst hladin oxidac¢niho stresu a malondialdehydu a vyznamny pokles
hladin glutathionperoxidazy, superoxiddismutazy a myokardialnich enzymu (laktatdehyd-
rogenazy, aspartataminotransferazy, Na*/K*-ATPazy a Ca2"/Mg?*-ATPazy) v srde¢ni tkani.
Oba typy CNM indukovaly apoptézu kardiomyocytt (rGO vykazovala vyssi miru toxicity).®
Autoti Bangepparagari et al. sledovali vliv expozice GO na embryogenezi dania pruhovaného
(Brachydanio rerio). Soucasti studie byla i analyza vlivu na kardiovaskularni systém. Vys-
81 expozi¢ni koncentrace GO (0,4—1 mg/ml) zvySovaly embryonalni mortalitu, zptisobovaly
kardiovaskularni defekty, ovlivitovaly srde¢ni frekvenci a poskozovaly hemoglobinizaci.26

V poslednich letech se zna¢né rozsifily biomedicinské aplikace GQD, zaméfené prede-
v§im na diagnostiku a 1é¢bu rakoviny. Rada studii hodnotila GQD v biomedicinské oblasti,
nicméné, pouze nékolik studii bylo orientovano na hodnoceni mozné toxicity. Jednou z téch-
to studii je prace Barros et al., kterd se zabyvala dopadem vysokych koncentraci GQD na
mikrocirkulaci zdravého zvifeciho modelu. Jak plyne z dat, opakovana aplikace GQD (intra-
peritonedalné, davka 1 g/kg) zptisobila nevratné poskozeni mikrocirkulace (po sedmi dnech
byla pozorovana jeji iplna destrukce). Kromé toho GQD vykazovaly i hemolytickou aktivitu
v lidskych erytrocytech.?’

V kapitole zamétené na in vitro experimenty byla zminéna studie autorti Holzera et al.
Vedle pokust in vitro studie zahrnovala také pokus in vivo, ve kterém byly mySim opako-
vané aplikovany SWCNT (1 mg/kg). Expozice SWCNT méla za nésledek zvySenou tvorbu
arteriolarni trombt.. Vysledek byl v souladu s vysledkem experimentu in vitro, ktery prokazal
protromboticky efekt SWCNT.!8

Zda se, ze MWCNT mohou alterovat i morfologii a funkce kardiovaskularniho systému
(funkce autonomniho nervového systému). Naptiklad ve studii Zhenga et al. modifikovaly
inhala¢né podavané MWCNT (5 h/ 5 mg/m3) srde¢ni rytmus pohybujicich se potkanti. Autofi
mefili EKG a krevni tlak pred expozici, v jejim pribéhu a po jejim ukonceni. Inhala¢ni expo-
zice vedla ke zvySovani systolického i diastolického tlaku a ke snizovani tepové frekvence
potkant.28

Intratrachealni expozice MWCNT spontanné hypertenznim a normotenznim potkanim
vedla ve studii Chena et al. k poskozeni cév, nartistu krevniho tlaku a tepové frekvence a ke
zvySenym hladindm endotelinu 1 a angiotenzin konvertujiciho enzymu (ACE). Vyhodnoceni
bylo provadéno 7 a 30 dni po expozici (jednou denné / 4 po sob¢ jdouci dny; celkova davka
1,2 mg/kg).??
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Nartst klidové tepové frekvence vlivem expozice MWCNT pozorovali také autofi
Hosseinpour et al., ktefi intraperitonealné aplikovali karboxylované MWCNT potkaniim
(v davce 1 mg/kg). Autofi se domnivaji, Ze elevace tepové frekvence nebyla vyvolana zmé-
nami autonomniho nervového systému, ale Ze se jedna o nasledek blokovani draslikovych
kanalt.39 Modifikaci aktivit iontovych kanalti popsali také Tan et al. Ve své praci popsali in
vitro expozici izolovanych kardiomyocytd (HEK293) MWCNT, ktera vedla k rozpadu Kv4
v buiikach exprimujicich Kv4.2/4.3 a KChIP2 a podporovala obnovu z inaktivace v piipa-
dech, kdy byly Kv4.2 nebo Kv4.3 exprimovany samostatné. Pti delsi expozici (6 h) MWCNT
snizovaly hustotu Kv4.2, expresi Kv4.2/Kv4.3 (ale ne KChIP2) a omezovala pfenos smérem
k plazmatické membrané. Intraven6zni podani MWCNT (2 mg/potkana) vyvolalo atrioven-
trikularni (AV) blok, a dokonce i srde¢ni asystolii (nebyla vSak pozorovana tachyarytmie).
Analyza vzorku srde¢ni tkan¢ odhalila, ze MWCNT indukovaly zanét myokardu (bez tvorby
koronarnich srazenin).3! Vyse uvedené studie se shoduji v zavérech, ze CNM mohou ovliv-
novat srde¢ni funkce ve smyslu snizovani/zvysovani tepové frekvence a zvySovani krevniho
tlaku.

Zajimavou studii prezentovali Thompson et al. Intratrachealni aplikace MWCNT a funk-
cionalizovanych MWCNT (karboxylované a nitrogenované) v jejich experimentu interferova-
la s adenosinergickou signalizaci, coz vedlo k exacerbaci ischemicko-reperfuzniho poskozeni
srdce. K tomuto jevu dochézi napfiklad pfi infarktu myokardu po obnoveni priitoku krve céva-
mi. Diivodem je masivni nartist oxidacniho stresu jak v dob¢ ischemie, tak v dobé reperfuze.
Mysim, které prodélaly ischemicko-reperfuzni poskozeni, byly po 24 hodin podany suspenze
MWCNT a funkcionalizovanych MWCNT (koncentrace 1 pg/ml) a po dalsich 24 hodin byl
zjisStovan rozsah poskozeni srdecni tkané. U vSech testovanych MWCNT doslo k navySeni
rozsahu poskozeni (nejvétsi poskozeni bylo zjisténo u nitrogenovanych MWCNT). Ve studii
byla sledovana rovnéz hodnota cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP) v srde¢ni tkani
a v plicich. Myokardialni koncentrace cAMP byla snizena ve skupin¢ exponované MWCNT
a nitrogenovanym MWCNT; v plicich k poklesu cAMP nedoslo. Autoii uvadéji i nalez zmény
tonu v aorté (tonus je adenosinergné modulovan).32

S ischemicko-reperfuznim poskozenim pracovali také Urankar et al. V pokusu na mysim
modelu zjistili, Ze orofaryngealni aspirace MWCNT (Cistych, karboxylovanych a nitrogeno-
vanych) v davce 0,01-100 pg vedla k rozsahlému poskozeni srde¢ni tkané (nejvétsi poskozeni
bylo zjisténo opét u nitrogenovanych MWCNT). Poskozeni bylo hodnotitelné jesté 28 dni po
expozici funkcionalizovanym MWCNT.33

Mezi nejcastéjsi kardiovaskularni onemocnéni patfi ateroskler6za, ktera svého nositele
predisponuje k mnoha chronickym i akutnim komplikacim. Udaje z odborné literatury dokl-
daji, ze expozice CNM mize byt jednim z rizikovych faktori vzniku a progrese aterosklerozy.

Christophersen et al. popsali ztlusténi stény aortalniho oblouku po 10 tydnech opakované
oralni nebo pulmonalni MWCNT expozice mysi s deficitem apolipoproteinu E (4 a 40 g
kazdy tyden). Nalez indikuje rozsahlejsi cévni piestavbu bez zvétseni rozsahu aterosklero-
tickych lozisek.3* Spojitost mezi expozici MWCNT a ateroskler6zou vsak nalezli Xu et al.
Ve svém experimentu aplikovali intraven6zné 50, 100 a 200 pg/’kg MWCNT potkantim s ate-
roskler6zou. Nejvyssi davka exacerbovala aterosklerotické 1éze, podpotila kumulaci lipida
v intim¢ aorty a indukovala vznik aortalnich kalcifikaci a poskozeni endotelu se zvySenim
permeability.3>

Proateroskleroticka aktivita byla zjisténa také u jednovrstvych (SWNCT) a dvouvrst-
vych (DWCNT) nanotrubic. Suzuki et al. prezentovali experiment, ve kterém exponovali
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(faryngealni aspiraci) apolipoprotein E-deficitni mysi (ApoE-/-) SWCNT a MWCNT (10 a 40
ng; jedenkrat tydné po dobu 10 tydni). Expozice vedla ke zvétSeni aterosklerotickych plaki
a ke zvySeni exprese adhezni molekuly ICAM-1. Endotelialni progenitorové bunky (EPC)
jsou mobilizovany z kostni dien¢ do obéhu a nasledné migruji do mista poskozeni a opra-
vy endotelu. Vystaveni mysi ApoE-/- vysokym davkam SWCNT nebo DWCNT snizovalo
jednotky EPC tvoftici kolonie v kostni dfeni a omezovalo jejich migracni funkci. Vysled-
ky naznacuji, ze SWCNT a DWCNT zvysuji aterosklerogenezi podporou adheze monocytt
k endotelovym buiikdm a indukcei dysfunkce EPC.3¢

Na vzniku a rozvoji aterosklerotickych 1ézi se aktivné podili cholesterol a jeho transportni
mechanismy. Autofi Davis et al. vystavili mysi subakutnim inhala¢nim expozicim MWCNT
(1 mg/m3/6h/den/ 14 dni). Z nalezi je ziejmé, Ze vlivem expozice doslo k nartistu expre-
se LOX-1 (the lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor) a k poklesu exprese
ABCA-1 (ATP-binding cassette transporter). LOX-1 zprostiedkovava internalizaci oxidova-
né¢ho LDL a podporuje tvorbu proaterogennich faktort (naptiklad kyslikovych radikala nebo
matrixové metaloproteazy 9). ABCA-1 (naopak) podporuje cholesterolovy eflux. Autofi dale
uvadéji, ze v cévach exponovanych mysi byla zjisténa fibrotickd kolagenova depozita a byl
pozorovan narust aktivity MMP-9 a hladin prozanétlivych cytokint (TNF-a, IL-1p, IL-6),
volnych radikal a adheznich molekul ICAM-1 a VCAM-1.37

Zajimavou studii pfipravil také Mandler et al. Hodnotili zmény cévni aktivity (vazodi-
lataci a vazokonstrikei) u mysi, které faryngealni expozici vystavili davce 50 pg MWCNT.
Po 24 hodin od expozice provedli (za pouziti intravitalni mikroskopie) vySetieni arterialni
dilatace a venularni leukocytarni adhezi a rolling (pohyby leukocytti po endotelu). Jedna se
0 pohyb imunitnich bun¢k po povrchu endotelu v zavislosti na expresi adheznich molekul na
endotelovych buiikach. Po podani MWCNT doslo k naruSeni schopnosti relaxace cév, tj. sni-
zila se vazodilatace. Naopak se zvysila aktivace endotelu a s ni i exprese adheznich molekul,
coz bylo spojené s vyssi adhezi leukocytti k endotelu a jejich pohybu na ném. Dal§im efektem,
ktery byl zaznamenan, bylo zvyseni koncentrace prozanétlivych cytokint a alterovala se pro-
dukce oxidu dusnatého a jeho signalizace. Vysledky nasvédcuji tomu, ze MWCNT indukuje
mikrovaskularni dysfunkci.38

4.3 PRACOVNI EXPOZICE

V pracovnim prostfedi mohou osoby byt (a jsou) vystaveny expozici CNM. Bohuzel dosud
nebyla provedena rozsahlejsi (dlouhodobd) epidemiologicka studie, ktera by vyznamné
ptispéla k pochopeni zakonitosti expozice ¢lovéka CNM a k odhadu trovné zdravotnich
rizik plynoucich z této expozice. Nicméné nékolik dosud provedenych prifezovych (cross-
-sectional) studii naznacuje, ze expozicni nalezy u lidi mohou byt podobné naleztim z in vitro
a in vivo studii.

Schauer-Barigan et al. provedli priifezovou studii, do které bylo zapojeno celkem 108 pra-
covniktl z 12 podnikd, v nichz se vyrabély trubicové ¢i vlaknité uhlikové nanomaterialy. Pres-
toze koncentrace CNM v pracovnich atmosférach byly nizké, u 18 % pracovnikt byly tyto
ultrajemné castice detekovany ve sputu. Vyskyt CNM byl u exponovanych osob pozitivné
asociovan s hodnotami systolického tlaku. Klidova tepova frekvence méla pozitivni asociaci
s respirabilnim elementalnim uhlikem a negativni asociaci s dobou vystaveni CNM.3?
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Prufezové studie autortt Kuijperse et al. se zcastnilo 22 pracovnikli exponovanych
MWCNT a 42 kontrol. V prvni fazi byly vybrané ukazatele hodnoceny u vSech exponovanych
i kontrolnich osob, ve druhé fazi byly stejné ukazatele hodnoceny po 5 mésicich u 13 expono-
vanych osob. Hodnoty ukazateld u exponovanych osob svédcily o aktivaci (a na davce zavis-
1ém) poskozeni endotelu (napiiklad zvy$ena hladina adhezni molekuly ICAM-1).40 Priifezova
studie autor Bearda et al. zahrnovala 108 pracovnikii v expozici uhlikovym nanotrubkam
a nanovlaknim. U vSech exponovanych osob byly zjistény zvySené hladiny ukazatelti akti-
vace a poskozeni endotelu (endotelin 1, I[CAM-1 a VCAM-1) a zménéné hladiny ukazatelt
oxidac¢niho stresu (snizené hladiny glutathionperoxidazy a superoxiddismutazy a zvysena
hladina 8-hydroxy-2'-deoxyguanosinu).4!

4.4 ZAVER

Kardiovaskularni systém se malokdy dostava do kontaktu s CNM piimo. Musi dojit k paren-
teralnimu podani ¢i piestupu CNM z jinych ¢asti organismu, napt. z dychaciho ¢i traviciho
systému. CNM se tak mohou dostat do kontaktu s cévnim endotelem i srde¢nimi tkanémi,
coz mize vyvolat také nezadouci reakce, jak ukazuji mnohé in vitro a in vivo studie, vcetné
studii pracovnich expozic. Studie odhalily, ze mtize dojit k poskozeni srde¢niho svalu i cév,
to je dano hlavné indukci oxidaéniho stresu a chronického poskozujiciho zanétu. Na druhou
stranu nemtizeme pominout fakt, ze v rdmci regenera¢ni mediciny miize kultivace bunék,
napf. kardiomyocytd, s CNM podpotfit jejich Zivotaschopnost, mnoZzeni a tvorbu organoidd.
V tomto ohledu hraje vyraznou roli davka a doba expozice a typ CNM.
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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





