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VLIV DLOUHODOBEHO VYSTAVENI
GRAFENU NA VIABILITU

A MOTILITU A549 BUNEK
ZDRAVOTNICH SLUZEB

Nasledujici text predstavuje komentai ke studii Sestakova B, Schréterova L, Bezrouk A et al.
The Effect of Chronic Exposure of Graphene Nanoplates on the Viability and Motility of A549
Cells. Nanomaterials. 2022;12(12):2074. https://doi.org/10.3390/nano12122074.

Metodiky jsou podrobné popsany v piiloze.

12.1 UVOD

Grafen a jeho derivaty patii mezi ¢asto vyuzivané nanomaterialy v mnoha technickych obo-
rech a v biomedicinskych aplikacich.!-3 Vzhledem k rozsahu vyroby a distribuce 1ze piedpo-
kladat i jejich Sifeni a kumulaci ve slozkach zivotniho prostiedi a s tim souvisejici potencialni
chronickou expozici zivych organismi.*3

VétsSina toxikologickych dat o vlivu grafenu a jeho derivatl na organismus byla odvo-
zena od vysledkt akutnich nebo subakutnich forem expozic (jednorazové aplikace vyssich
davek). V praxi ovSem pievazuji expozice chronické (opakované aplikace nizkych davek),
jejichz toxicky potencial mize mit od potencialu vyvolaného akutnimi ¢i subakutnimi forma-
mi expozic vyznamné odli$ny charakter.o-® Z tohoto divodu se prezentovana studie zaméfila
na biologickou odpovéd’ bunééné linie A549 na chronickou expozici netoxické koncentrace
grafenu.

12.2 CILE

Cilem studie bylo porovnani biologické odpovédi bunék A549 (odvozenych z plicniho kar-
cinomu) na akutni a chronickou (osmitydenni) expozici grafenovym platkim (GP). Byla sle-
dovana morfologie exponovanych bunék, akutni a chronicka cytotoxicita, zmény bunécného
cyklu a bunééna migrace.

151



12.3 MATERIAL A METODIKA
12.3.1 Expozice bunék GP

Bunky A549 (ATCC, cat. no. CCL-185) byly kultivovany v aMEM bez fenolové Cervené
s 10 % FSB, 1 % antibiotik (penicilinem, streptomycinem), 10 mM Hepes, 1 mM pyruvatu
sodného a 2 mM L-glutaminu pfi 37 °C v atmosféie 5 % CO, (pasazovani prob¢hlo dvakrat
tydné). Buniky byly jednorazové (akutni toxicita) i opakované (chronicka toxicita) exponova-
ny GP o koncentracich 5, 15 a 30 ug GP / ml média (Obrazek 4).

Akutni toxicita
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Obrazek 4. Schéma expozice bun¢k A549

12.4 VYSLEDKY
12.4.1 Morfologické zmény exponovanych bunék

Analyza exponovanych buné¢k A549 pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM)
potvrdila internalizaci GP. Po akutni (jednorazové) expozici (Obrazek 5A) byly GP lokalizo-
vany uvnitt bunék v blizkosti volného povrchu. Castice tvofily shluky, které byly umistény
v membranoveé vazanych vezikulach (viz $ipky) nebo se nachéazely volné v cytoplazmé (viz
prazdné Sipky). Po chronické (opakované) osmitydenni expozici (Obrazek 5B) byly témét
vsechny shluky GP lokalizovany uvnitf vezikul vazanych na membranu (viz Sipky). Vezikuly
dosahovaly vétsich rozméra (nez po akutni expozici) a vyskytovaly se v riznych ¢astech
bunék. ,,.Smouhy* na obrazku 2B (oznaéeny hvézdi¢kami) vznikly pravdépodobné pfi pii-
pravé preparatu (krajeni). Métitko A 2 um (mag. 4000%), vlozka (mag. 11 100x); B 2 um
(mag. 5000x%), vlozka (7400%).

12.4.2 Akutni cytotoxicita

Akutni cytotoxicita GP vici bunkam linie A549 (vliv na buné¢nou viabilitu za 24 a 48 hodin)
byla hodnocena pomoci testt WST-1 a alamarBlue™. Oba testy potvrdily vyznamné
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Obrazek 5. Transmisni elektronova mikroskopie bunék linie A549 po akutni (A) a chronické (B) expozici GP

snizeni metabolické aktivity exponovanych bunék oproti kontrolam. Za povSimnuti stoji, ze
po 24hodinové expozici bylo snizeni vyznamnéjsi (Obrazek 6).

Cytotoxicky vliv expozice GP na linii A549 vSak nepodpotily vysledky stanoveni poctu
buné¢k po 24 a 48hodinové expozici GP (za pouziti ImageXpress Micro XLS systému). Test
neprokazal pokles viability u zadné z expozicnich koncentraci (Obrazek 6).
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Obrazek 6. Akutni cytotoxicita GP vi¢i butikam linie A549
Pozndmka: Testy (A) WST-1, (B) alamarBlue™, (C) poéet bunék. Data pfedstavuji primér vyjadreny jako procento

kontroly (0 mM) + SD ze tfi nezavislych experimenti. Statisticky vyznamny pokles hodnot oproti kontrolam
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*p <0,05, ¥* p<0,01, ¥*** p <0,0001. Statisticky vyznamny rozdil mezi dvéma inkuba¢nimi ¢asy v ramci jedné
koncentrace grafenu * p < 0,05, ** p <0,01.
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12.4.3 Chronicka cytotoxicita

Chronicka cytotoxicita GP viuci buikam linie A549 byla hodnocena pomoci testu metabo-
lické aktivity WST-1. Po uplynuti expozi¢ni doby (osm tydnid opakované expozice) se dav-
kové zavislé rozdily mezi pouzitymi koncentracemi (5, 15 a 30 pg GP / ml média) postupné
vyrovnaly a testy WST-1 ukazaly zhruba stejné (vyznamné) snizeni metabolické aktivity
oproti kontrole (Obrazek 7). K ur€eni viability chronicky exponovanych bunék byl pouzit
Annexin V / Dead Cell Apoptosis Kit pro pritokovou cytometrii. Kumulace grafenu uvnitf
bunék snizovala jejich viabilitu ve srovnani s kontrolou (Tabulka 1).
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Obriazek 7. Chronicka cytotoxicita GP vii¢i buiikam linie A549
Pozndmka: Test WST-1. Data piedstavuji pramér vyjadieny jako procento kontroly (0 mM) + SD ze tii nezavislych
experimenti. Statisticky vyznamny pokles hodnot oproti kontrolam ** p <0,01.

Tabulka 1. Chronicka cytotoxicita GP vici buitkam linie A549
(Annexin V / Dead Cell Apoptosis Kit)

Expozice Mrtvé buiiky
Kontrola 0,97 £ 0,20 %
GP (5 pg/ml) 6,67 0,98 %
GP (15 pg/ml) 7,55+ 0,10 %
GP (30 pg/ml) 7,90 £2,15 %

12.4.4 Analyza bunééného cyklu

Zmény pribéhu bunééného cyklu linie A549, chronicky exponované GP, byly sledovany
pomoci pritokové cytometrie a znaceni DNA propidium jodidem. Testovany byly tfi kon-
centrace GP (5, 15 a 30 pg/ml). Zastoupeni bunék (v procentech) se v jednotlivych fazich
cyklu vyznamné neliSilo od kontrol. Vlivem expozice grafenu tedy nedochazelo ke zmé-
nam v pribéhu bunééného cyklu (expozice grafenu nezménila rychlost déleni bunék;
Obrazek 8).
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12.4.5 Buné¢na migrace

Dulezitym ukazatelem expozice bunek xenobiotiky je zména jejich motility. Jak vyplynulo
z 24hodinovych sledovani, bunky linie A549 exponované GP vykazovaly mensi pohyblivost
pti hodnoceni spontanni motility (Obrazek 9) i chemotaktické migrace (Obrazek 10) (ve srov-
nani s kontrolou). Je zajimavé, ze u exponovanych bunek nedoslo ke zméné energetického
metabolismu, ktery by mohl snizeni motility vysvétlovat.
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Obrazek 8. Analyza zmén cyklu bunék linie A549 chronicky exponovanych grafenem (GP, v pfistroji popis

GP1) v koncentracich 5, 15 a 30 mg/ml

Poznamka: (A) Distribuce fazi buné¢ného cyklu (pramér + SD, n = 3). (B) Reprezentativni histogramy analyzy bunéc-
ného cyklu z jednoho ze tii nezavislych experimentt. G1 faze Cervené piky, S-faze zluta plocha pod kiivkou, G2 faze
zelené piky. Statisticka vyznamnost byla hodnocena Studentovym t-testem.
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Obrazky 9. Sledovani spontanni motility bun¢k linie A549 exponovanych GP
Pozndmka: (A) Praimérna akumulovana vzdalenost a (B) pramérna rychlost bunék a kontrol exponovanych GP

v prub¢hu 24 hodin. Statistickd vyznamnost byla hodnocena neparovym t-testem. **** yyznamné odlisné od kontrol,
p <0,0001. (C) Grafické znazornéni spontanni bunééné motility.
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Obrazek 10. Sledovani chemotaktické migrace bun¢k linie A549 exponovanych GP
Poznamka: (A) Bunéény index (24hodinova migrace) kontrolnich a exponovanych bunék. Statisticka vyznamnost

byla hodnocena neparovym t-testem. ** vyznamné odlisné od kontrol, p < 0,05. (B) Reprezentativni migra¢ni kiivky
kontrolnich a exponovanych bun¢k ze tfi nezavislych experimenta.
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12.5 SHRNUTI

V ramci uvedené studie byla hodnocena biologicka odpovéd’ buné€k linie A549 (odvozenych
z plicniho karcinomu) na akutni a chronickou (osmitydenni) expozici GP. Testované bunky
byly sledovany z pohledu morfologie (TEM), cytotoxicity (WST-1, alamarBlue™, Annexin
V / Dead Cell Apoptosis), analyzy bunécného cyklu a spontanni motility a migrace.

Vysledky studie ukazaly, ze akutni expozice GP (5, 15 a 30 pg/ml) vyznamné snizovala
metabolickou aktivitu bunék A549. Chronicka expozice metabolické aktivity bunék AS549
naopak zvySovala. Dochazelo ke kumulaci GP v riznych ¢astech bunék, nicméné ptitomnost
GP nevedla ke zménam proliferace ani ke zménam bunécného cyklu. Nebyly nalezeny ani
zvysené hladiny ukazatelll mitochondrialniho stresu.

Vyznamné snizeni bylo zjisténo u spontdnni bunécné pohyblivosti a u chemotaktické mig-
race. Spontanni motilita byla snizena na 54 % a chemotakticka migrace dokonce na 25 % (ve
srovnani s kontrolou).

Vzhledem k tomu, ze bunécna motilita je klicovou slozkou zivotné dulezitych biologic-
kych procest, pritomnost bun¢k s kumulovanymi GP by mohla vazné narusovat regeneraci
tkani.
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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





