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CYTOTOXICKY EFEKT GRAFENU
ZAVISLY NA DAVCE A CASU

V POKUSECH IN VITRO A IN VIVO
(PAEC BUNKY, C57BL/6 MYSI)

Nasledujici text predstavuje komentat ke studii Bavorova H, Svadlakova T, Fiala Z, Pisal R,
Mokry J. The Dose- and Time-Dependent Cytotoxic Effect of Graphene Nanoplatelets: In Vitro
and In Vivo Study. Nanomaterials. 2022; 12(12):1978. https://doi.org/10.3390/nan012121978.
Metodiky jsou podrobné popsany v piiloze.

13.1 UVOD

Nanomaterialy si ziskavaji stale vétsi pozornost nejen védet, ale i vefejnosti. Jejich produkce
a pouzivani vSak mtze za jistych okolnosti predstavovat riziko pro zivotni prostiedi, rostliny
i zivocichy, vcetné ¢loveka. To je dano snadnych prinikem do organismu, a hlavné moznosti
kumulovat se ve tkanich. Doba této depozice je determinovana jejich fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi, funkcionalizaci povrchu a charakterem interakci s biomolekulami.!

Mezi uhlikovymi materialy patii k nejznaméjsim grafen a jeho derivaty. Vzhledem k jeho
vysoké vyuzitelnosti v mnoha oborech, véetné mediciny, je nezbytné ziskat piesna data
0 jeho potencialni toxicité.>? Udaje o (ne)bezpeénosti grafenu jsou zatim pomérné omezené
a pochazeji z velké ¢asti z vysledka akutnich nebo subakutnich forem expozice v experimen-
tech in vitro.

13.2 CILE

Cilem prezentované studie bylo (1) in vitro testovani cytotoxického (antiproliferativniho)
potencialu grafenovych platkti (GP) viici mySim primarnim alveolarnim epitelovym bunkam
a (2) histopatologickd analyza in vivo experimentu: sledovani morfologickych zmén tkani
vybranych organt (plic, srdce, zaludku, tenkého stieva, jater a ledvin) a sledovani distribuce
a kumulace nanocastic v organismu po peroralni a intratrachealni (akutni i chronické) expo-
zici mysi grafenovym nanoplatktim.
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13.3 MATERIAL A METODIKA
13.3.1 Priprava suspenze GP

GP byly ziskany od firmy PlasmaChem GmbH (velikost platkt do 2 mm, tloustka 1-4 nm).
Pro experimenty byly GP suspendovany v 0,02% cholatu sodném a sonikovany po dobu
30 minut. Zasobni roztok o koncentraci 250 mg GP / ml suspenze byl ndsledn¢ fedén na pra-
covni koncentrace (5-100 mg/ml).

13.3.2 Kultivace mysich primarnich alveolarnich
epitelovych bunék (PAEC)

Bunécna kultura PAEC byla ziskéna od firmy Cell Biologics (izolace z my$i kmene C57Bl/6).
Kultivace byla provadéna ve specifickém kultivaénim médiu s obsahem rtstovych faktort
(0,01% insulin-transferrin-selen a 0,01% EGF), 1% L-glutaminem, 1% antibiotiky a 10%
FBS pii 37 °Ca 5 % CO,.

13.3.3 Analyza cytotoxického ucinku GP

Bunky PAEC byly kultivovany na 96jamkové desti¢ce po dobu 24 hodin a poté exponovany
GP o koncentracich 5-100 mg/ml po dobu 24 nebo 48 hodin. Analyza cytotoxického ucinku
byla provadéna pomoci LDH CyQUANT a WST-1 testu. Absorbance méfena na pfistroji
ELISA analyzer SUNRISE Xfluor 4 pii vinové délce 490 nm.

13.3.4 Bunéc¢na analyza ve skutecném case (real-time)

Bunky PAEC byly exponovany GP o koncentracich 5-100 mg/ml po dobu 24 nebo 48 hodin.
Poté byla v realném case sledovana zména hodnoty ,.cell indexu®, ktery zahrnoval zmény
adheze, proliferace, viability a morfologie.

13.3.5 Histopatologicka analyza v in vivo experimentu

Studie in vivo byla provedena na dospélych mysich samcich kmene C57Bl/6 (staii 8—12 tyd-
nt). Mysi byly rozdéleny do 8 skupin po 6-9 zvitatech (Tabulka 2). Expozice GP o koncentra-
cich 5 nebo 50 mg/ml byla provedena peroralné (PO) nebo intratrachealné (IT). Ve skupinach
1A, 1B, 2A, 2B (akutni expozice) byl GP mysSim podan jednorazové, ve skupinach 1C a 2C
byl podavan denné po dobu 21 dnti (chronicka expozice). Skupiny 1D a 2D byly skupinami
kontrolnimi, ve kterych byly mysi exponovany pouze cholatu sodnému.

Po 1,7 a21 dnech od jednorazové aplikace a po 21 dnech opakované expozice byly mysi
usmrceny a byl proveden odbér vybranych organt (zaludku, tenkého stfeva, jater a ledvin).
Nasledné byly zhotoveny histologické preparaty organovych tkani a provedena jejich histo-
patologické analyza (morfologické zmény, distribuce a kumulace GP).
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Tabulka 2. Struktura studie

Skupina Misto vstupu Davkovani GP Pocet zvirat Doba

1A IT 5 pug/ml 9 1,7, 21 dni od aplikace
1B IT 50 pg/ml 9 1, 7,21 dni od aplikace
1C IT 50 pg/ml 6 21 dni (denng)

1D 1T 0 pg/ml 9 1, 7,21 dni od aplikace
2A PO 5 pg/ml 9 1,7, 21 dni od aplikace
2B PO 50 pg/ml 9 1,7, 21 dni od aplikace
2C PO 50 pg/ml 6 21 dni (denng)

2D PO 0 pg/ml 9 1,7, 21 dni od aplikace

13.3.6 Statisticka analyza

Vysledky byly vyjadfeny jako aritmetické prumeéry se smérodatnou odchylkou (normalizace
ke kontrolam). Pro analyzu byl pouzit Shapiro-Wilk test, ANOVA test a Dunnetiv test (SW
GraphPad Prism). Statistickd vyznamnost byla vyjadfena pomoci ukazatele p.

13.4 VYSLEDKY
13.4.1 Analyza cytotoxického ucinku GP

Analyza cytotoxického G¢inku GP vici bunééné linii PAEC byla provadéna pomoci LDH
testu a WST-1 testu. Oba testy prokazaly vyznamny cytotoxicky ucinek expozice v situacich,
kdy byly bunky exponovany koncentracim vys$§im nez 50 pg/ml po dobu 48 hodin (GP naru-
Sovaly integritu bunéénych membran). Bunécna populace méla pii tomto expozi¢nim scénafi
viabilitu snizenu o vice nez 20 % (Obrazek 11). Vysledky jsou v souladu s idaji ostatnich
autor(i.

13.4.2 Real-time buné¢na analyza

Vysledky analyzy potvrdily cytotoxicky (antiproliferativni) vliv expozice GP na bunéénou
linii PAEC v situacich, kdy byly bunky exponovany koncentracim 50—100 pg/ml po dobu del-
§i nez 24 hodin. Hodnota ,,cell indexu‘ nevykazovala vyznamné zmény zhruba 24 hodin po
expozici GP, coz naznacuje vytvoreni buné¢ného monolayeru a vzajemnych mezibunéénych
vazeb (Obrazek 12). Nicméné, delsi doba expozice v kombinaci s vys§si expoziéni koncent-
raci vedla k postupnému sniZzovani hodnoty ,,cell indexu®, coz pravdépodobné reflektovalo
pritomnost oxidaéniho stresu. Podobné vysledky byly popsany i v jinych studiich.®”
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Obrazky 11. Cytotoxicky vliv expozice GP na bunéénou linii PAEC
Pozndamka: Vysledky testt LDH a WST-1; * p <0,05; **** p <0,0001.

13.4.3 Histopatologicka analyza v in vivo experimentu

Studie in vivo simulovala dvé nejCastéjsi cesty vstupu nanomaterialit do organismu. Histo-
patologicka analyza po intratrachealni expozici mysi GP potvrdila zavéry testl cytotoxicity.
Jednorazova (akutni) expozice GP se na vnitini struktuie tkani neprojevila. Pfi opakované
(chronické) expozici GP doslo ke zméné morfologie plicni tkané ve smyslu az trojnasobného
ztlusténi stén alveolarnich sept (Obrazek 13A) a k vyplaveni erytrocytd do intersticia plic
(Obrazek 13B). Endokard mysiho srdce obsahoval rezidua grafenovych nanoc¢astic (Obra-
zek 13C), nicméné sténa myokardu morfologické zmény nevykazovala.
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Obrazek 12. Cytotoxicky vliv expozice GP na bunéénou linii PAEC
Pozndamka: Vysledky real-time bun&¢né analyzy.

Akutni ani chronicka peroralni expozice GP nevyvolala zadné patologické zmény v mor-
fologii odebranych organti (zaludek, tenké stievo, jatra a ledviny). Divodem mohly byt nizké
expozi¢ni koncentrace GP a schopnost traviciho a mocového systému ucinné eliminovat GP
(obecné nanomateridly) z organismu. Na rozdil od studie Fua et al. jsme kumulaci GP ve
tkanich zkoumanych organt neprokazali.®

Obrazek 13. Histopatologické nalezy na plicich
a srdci mysi kmene C57BI1/6, exponovanych GP




13.5 SHRNUTI

Hlavnimi cili bylo zhodnoceni cytotoxického vlivu expozice GP na linii alveolarnich epite-
lovych bunék PAEC a histopatologicka analyza organt zvifete po intratrachealni a peroralni
(akutni i chronické) expozici GP.

Vysledky testdt LDH a WST-1 potvrdily pfitomnost na davce (koncentraci a dobé expo-
zice) zavislych cytotoxickych ucinkt. Pravdépodobna pficina cytotoxicity spociva ve fyzi-
kélnich vlastnostech GP (piedevsim ve tvaru &astic). Castice mohou naruSovat celistvost
bunécné membrany a uvoliovat cytoplazmu do okoli buniky. Je velmi pravdépodobné, ze
GP ve vyssich koncentracich (50-100 pg/ml) indukovaly v bunééném médiu tvorbu volnych
kyslikovych radikalt/intermediata (ROS), které jsou zodpovédné za elevaci hladin oxidac-
niho stresu. Oxidacni stres mize zpusobovat zmény bunééné morfologie a/nebo adhezi. Tyto
faktory byly sledovany v realném case pomoci xCELLigence (zmény ,,cell indexu®), ktera
doplnila (a potvrdila) zavéry testl cytotoxicity.

Volba bunééné linie PAEC reflektovala skutecnost, ze respiracni trakt je nejvyznamngéjsi
cestou vstupu GP do organismu. Nepotvrdili jsme kumulaci GP v respira¢nim traktu, ale
pozorovali jsme vyznamné ztlusténi alveolarnich sept. To naznacuje pfitomnost zanétlivé
reakce, vyvolané chronickou expozici GP. Nenalezli jsme znamky hypertrofie ¢i zanétu myo-
kardu, které jsou popisovany v odborné literatuie. Zjisténa byla pouze lokalni kumulace GP
v endokardu.

Akutni ani chronicka peroralni expozice nevyvolaly patologické zmény v morfologii ode-
branych organt. Diivodem mohly byt nizké expozi¢ni koncentrace GP, které jesté nepietizily
kapacitu traviciho a mocového systému eliminovat ¢astice z organismu.
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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





