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1 5 GENOTOXICKY POTENCIAL
GRAFENU V POKUSECH IN VITRO
(THP-1 BUNKY)

Komentai k publikaci Malkova A, Svadlakova T, Singh A et al. In Vitro Assessment of the
Genotoxic Potential of Pristine Graphene Platelets. Nanomaterials. 2021,11(9),2210. https://
doi.org/10.3390/nano11092210.

Metodiky jsou podrobné popsany v piiloze.

15.1 UVOD

Grafen je dvojrozmérny nanomaterial (NM), jehoz atomova struktura ma charakter medové
plastve. Vykazuje vyjimecné technologické vlastnosti, ke kterym patii pruznost, mechanic-
ka odolnost a sila, vysoka tepelnd odolnost, elektricka vodivost a velky povrch se schop-
nosti vazat riizné molekuly.!2 M4 §iroké vyuziti, véetné biomedicinskych aplikaci. Pfikla-
dem mohou byt antibakterialni a antivirové aplikace, onkologicka terapie, doprava 1é¢iv
do specifickych télnich kompartmenti, fototermicka terapie a tkafové inzenyrstvi.2 Poten-
cialni zdravotni (ne)bezpecnost grafenu je determinovana jeho fyzikalné-chemickymi vlast-
nostmi, metodami syntézy, disperznim a oxida¢nim stavem, formou expozice a velikosti
davky.23

Krevni komponenty piichazeji béhem expozice do kontaktu jak s xenobiotiky (v daném
pripadé s NM), tak i s buitkami ovlivnénych tkani. Pfedstavuji tak vhodny ,,nastroj* pro
hodnoceni zdravotnich rizik chemickych latek.! Leukocyty se nachazeji v predni linii obra-
ny organismu proti patogenim a cizorodym materialim a jsou spoluzodpovédné za jejich
eliminaci.! Z uvedenych divodii byla pro in vitro hodnoceni toxicity grafenu pouzita lidska
bunééna linie odvozena od bunék akutni monocytarni leukémie (THP-1 buné&éna linie).*

15.2 CILE

Cilem prezentované in vitro studie bylo ziskani novych dat o cytotoxickém, cytostatickém,
genotoxickém a imunotoxickém potencialu dvou typd nefunkcionalizovanych grafenovych
platkt. Pro studii byly jako reprezentativni modely pouzity neaktivované (suspenzni) THP-1
bunky.
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15.3 MATERIAL A METODIKY
15.3.1 Testované NM

Ve studii byly testovany dva typy nefunkcionalizovanych grafenovych platki (GP1 a GP2)
v praskové podobé. GP1 byl komerénim produktem firmy PlasmaChem GmbH (No. PL-P-
-G750, Berlin). GP2 byl pfipraveny v centru CRANN (Centre for Research on Adaptive
Nanostructures and Nanodevices, Trinity College, Dublin). Detailni informace o ptipraveé
suspenze, jejim testovani na pfitomnost endotoxinu a vlastnostech obou typi GP lze nalézt
v publikacich Svadlakové et al. a Malkové et al.5-6 Zakladni charakteristiky jsou struéné shr-
nuty v Tabulce 4. Tloustka obou GP byla do 4 nm.

Tabulka 4. Zakladni charakteristiky GP v suspenzich s milliQ vodou a v RPMI

Nanomaterial Velikost ¢astic Pdl Prumérny {-potencial | Primérny {-potencial
(nm) (voda; mV) (RPMI; mV)

GP1 179,0 +103,0 0,188 <-50,0 <-9,0

GP2 332,0 + 85,0 0,293 <-47,0 <-11,0

15.3.2 Expozice lidské THP-1 bunécné linie GP

Lidska THP-1 bunéc¢na linie byla zakoupena od ECACC (European Collection of Authenti-
cated Cell Cultures; Salisbury, Spojené kralovstvi). Builky byly inkubovany v kontrolované
atmosfére (37 °C, 5 % CO,) v kultivaénim médiu skladajicim se z RPMI 1640 média bez
fenolové Cerven¢ (Corning, New York, USA), 10 % tepeln¢ inaktivovaného fetalniho bovin-
niho séra, 2 mM GlutaMAX, 1 mM pyruvatu sodného (vSe od Life Technologies, Carlsbad,
USA), 10 mM HEPES; 0,05 mM 2-merkaptoetanolu, penicilinu (100 U/ml) a streptomycinu
(100 pg/ml) (vSe od Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Expozice bunéénych kultur cholatovym
suspenzim GP1 a GP2 (koncentrace 60, 30 a 5 pg/ml) a pozitivnim a negativnim kontroldm
trvala Ctyficet hodin, coz odpovida pfiblizné 1,5ndsobku délky bunééného cyklu.

15.3.3 Testovani cytotoxicity

K hodnoceni cytotoxického potencidlu (bunécné viability) dvou typt GP vici THP-1 bunééné
linii byl pouzit test WST-1 (Cell Proliferation Reagent WST-1, Roche, Basel, Svycarsko),
LDH test (CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay, Invitrogen, Carlsbad, USA) a test mem-
branové integrity prostiednictvim mikroskopické analyzy s pouzitim trypanové modri (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA).

15.3.4 Testovani oxidacéniho stresu

Pro hodnoceni miry oxida¢niho stresu, indukovaného expozici THP-1 bunééné linie GP1
a GP2, byla méfena hladina glutathionu v bunéénych lyzatech (Glutathione Colorimetric
Detection Kit, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA).
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15.3.5 Testovani cytostatického a genotoxického potencialu

K testovani cytostatického a genotoxického potencialu dvou typti GP vici THP-1 bunécné
linii byl pouzit mikronukleus test s blokaci cytokineze (cyfokinesis block micronucleus test,
CBMN test). Pomoci mikroskopické analyzy (400nasobné zvétSeni) byl hodnocen ukaza-
tel cytostatického potencialu (cytokinesis-block proliferation index, CBPI) a s nim spojeny
odhad procenta cytostazy (% cytostasis), replikacni index (RI), index déleni jader (nuclear
division index, NDI) a ukazatele poSkozeni DNA (pocet binuklearnich bunék [BNC] s mik-
rojadrem [MN], s jadernym pupenem [NBUD] a s nukleoplasmatickym mustkem [NPB] na
1000 BNC).

15.3.6 Testovani imunotoxického potencialu

Pro testovani imunotoxického potencialu dvou typt GP vici THP-1 bunécné linii bylo pouzito
meéfteni hladin interleukint IL-6 a IL-10 v bunééném supernatantu (reportérové HEK-Blue™
bunky; Invivogen, San Diego, USA) a méfeni hladiny tumor nekrotizujiciho faktoru o
(TNF-a; ELISA kit, Human TNF-a Quantikine ELISA kit, R&D Systems, Minneapolis,
USA).

15.3.7 Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena pomoci SW GraphPad Prism™, verze 8.2.1 329 (Graph-
Pad Software Inc., San Diego, USA). Vysledky byly prezentovany jako aritmetické primeéry
se smérodatnou odchylkou a byly normalizovany ke kontrole. Za statisticky signifikantni byly
povazovany rozdily dosahujici p < 0,05. Dle Shapiro-Wilkova testu normality byla nasledné
pouzita parametrickd nebo neparametricka analyza rozptylu (ANOVA) nésledovana Dunne-
tteho testem nebo Kruskal-Wallisovym testem.

15.4 VYSLEDKY A DISKUSE
15.4.1 Cytotoxicita

Byla zjisténa interference mezi GP1 a GP2 a testem cytotoxicity WST-1 (ve smyslu fales-
né pozitivity). Z tohoto divodu nebyly vysledky testu zahrnuty do celkového hodnoceni
cytotoxicity. Vliv expozice GP1 i GP2 na hladinu extracelularni LDH byl nevyznamny (test
byl z divodu prevence interferenci modifikovan). Rovnéz pfi testu membranové integrity
s pouzitim trypanové modii (mikroskopicka analyza) nebyl zjistén vyznamny narist poctu
poskozenych bunek ¢i zmény celkového poctu bunék. Hodnoceni viability bylo provedeno
manualné. Piistrojovy odecet bun¢k mtize byt zatizen chybou v situacich, kdy jsou agregaty
GP piistrojem povazovany za buiiky.’” Viabilita bunék nebyla ovlivnéna piidavkem cytocha-
lasinu B.
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15.4.2 Oxidacni stres

Po expozici GP1 byl pozorovan vyznamny (na koncentraci zavisly) pokles hladin oxidova-
ného, volného i celkového glutathionu (Obrazek 18a) prakticky u vSech expozi¢nich koncen-
traci. Pokles neodpovida obranné reakci bunék proti oxidaénimu stresu. Domnivame se, zZe
pokles byl zptsoben zvysenou spotiebou GSH pfi reparaci poskozené DNA (viz vysledky
CBMN testu). Domnénku podporuje absence zanétlivé reakce, ktera byva oxidac¢nim stresem
indukovana. V pfipadé GP2 doslo k vyznamnému poklesu hladiny oxidovaného glutathio-
nu po expozici nejvyssi koncentraci 60 pg/ml (Obrazek 18b). Odlisné chovani GP1 a GP2
by bylo mozné vysvétlovat na bazi rozdilné struktury a souvisejicich fyzikalné-chemickych
vlastnosti.
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Obrazky 18. Koncentrace glutathionu v lyzatech bunééné linie THP-1 po expozici GP1 a GP2

Pozndamka: (A) Koncentrace celkového glutathionu (Total GSH), oxidovaného glutathionu (GSSG) a volného gluta-
thionu (Free GSH) po expozici GP1; (B) koncentrace celkového glutathionu (Total GSH), oxidovaného glutathionu
(GSSG) a volného glutathionu (Free GSH) po expozici GP2. Data jsou prezentovana jako procento (%) neexponované
kontroly (0 pg/ml) a zobrazeny jako aritmeticky prumér + smérodatna odchylka, * p < 0,05, ** p < 0,01,

*** p<0,001.

15.4.3 Cytostaticky potencial

Po expozici GP1 i GP2 byl pozorovan nevyznamny (na koncentraci zavisly) pokles parametri
proliferacni aktivity CBPI, NDI a RI a ndrtst procenta cytostazy (Obrazek 19). Za indikator
cytotoxického potencialu je povazovan pokles viability bunék pod 80 %.% V nasich experi-
mentech dosahovala mira cytostazy (u nejvyssich expozi¢nich koncentraci) maximalné 20 %.
Udaje naznacuji, Ze testované koncentrace danych GP jsou bez vyznamného cytotoxického
potencialu.

15.4.4 Genotoxicky potencial

Po expozici GP1 1 GP2 byl pozorovan vyznamny (na koncentraci zavisly) nartst poskoze-
ni DNA, reprezentovany nartistem poctu BNC s MN, NBUD i NPB na 1000 BNC (Obra-
zek 20). LOGEL (lowest observed genotoxic effect level) se v piipadé GP1 pohyboval oko-
lo 5 pg/ml, v ptipadé GP2 okolo 30 pg/ml. Mezi pravdépodobné mechanismy poskozeni
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Obrazek 19. Proliferacni potencial bunécné linie THP-1 po expozici GP1 a GP2 (CBMN test)

Poznamka: (A) Cytokinesis-block proliferation index (CBPI); (B) index déleni jader (nuclear division index, NDI);
(C) replikacni index (RI); (D) odhad procenta cytostazy (% cytostasis). Data jsou prezentovana krabicovymi grafy

s medianem a interkvartilovym rozpétim ¢i jako procento (%) neexponované kontroly (0 pg/ml) a zobrazeny jako
aritmeticky primeér + smérodatna odchylka. CH — cholat sodny (v koncentraci odpovidajici jeho koncentraci

v 60 pg/ml GP); H,O — podil vody odpovidajici jejimu podilu v 60 pg/ml GP; AraC 5 ¢i 20 — cytosin arabinosid (pozi-
tivni kontrola v koncentraci 5 ¢i 20 ng/ml).

DNA Ize zaradit pfimou interakci mezi odhalenou DNA béhem déleni jadra (buiiky) a/nebo
mechanicky vliv GP na cytoskelet buniky vedouci k naruseni funkce mitotického aparatu.
Expozice GP1 (mensi ¢astice) vedla k nevyznamné vyssimu vyskytu BNC s MN, NBUD
1 NPB v porovnani s expozici GP2 (vétsi ¢astice). Lze proto predpokladat, ze pozorovany
genotoxicky potencial je zavisly jak na expozicni koncentraci, tak do urcité miry i na velikosti

¢astic.

15.4.5 Imunotoxicky potencial (zanétliva odpovéd)

Po expozici GP1 i GP2 nebyla pozorovana zvysena exkrece prozanétlivych (IL-6, TNF-a)
nebo protizanétlivych (IL-10) cytokint. Tyto vysledky naznacuji nizky az zanedbatelny
potencial obou typt GP k vyvolani imunitni reakce ¢i oxida¢niho stresu. Zaroven potvrzuji
nepiitomnost mikrobidlni kontaminace na povrchu ¢astic. Vysledky tak naznacuji moznou
hemokompatibilitu nefunkcionalizovanych GP viéi buitkam linie THP-1.%:10
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Obrazek 20. Poskozeni DNA bunék linie THP-1 po expozici GP1 a GP2 (CBMN test)

Poznamka: (A) Dvojjaderna buiika s mikrojadrem (BNC s MN); (B) dvojjaderna burika s jadernym pupenem (BNC

s NBUD); (C) dvojjaderna burika s nukleoplasmatickym mustkem (BNC s NPB). Data jsou prezentovana krabicovymi
grafy s medianem a interkvartilovym rozpétim. CH — cholat sodny (v koncentraci odpovidajici jeho koncentraci

v 60 pg/ml GP); H,O — voda (podil odpovidajici jejimu podilu v 60 pg/ml GP); AraC 5 ¢i 20 — cytosin arabinosid
(pozitivni kontrola v koncentraci 5 ¢i 20 ng/ml); * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.

15.5 SHRNUTI

Po ¢tyticetihodinové expozici bungk linie THP-1 cholatovym suspenzim dvou typt nefunkcio-
nalizovanych grafenovych platkti (GP) nebylo zjisténo vyznamné poskozeni bunécné mem-
brany, vyznamny pokles viability bunék ¢i vyznamna indukce oxida¢niho stresu. Byl zazna-
menan pouze nevyznamny, koncentracné zavisly pokles prolifera¢niho potencialu bunck. Na
druhou stranu byl zjistén vyznamny, koncentracné a ,,velikostné* zavisly nartst poskozeni
DNA, zplsobeny pravdépodobné piimou interakci GP s odhalenou DNA béhem bunécéného
déleni a/nebo primou interakci GP s cytoskeletem a mitotickym aparatem bunék. Nezazname-
nali jsme vyznamné zmény v expresi cytokinti (IL-6, IL-10 a TNF-a), které by naznacovaly
kontaminaci povrcht testovanych GP ¢i indukei zanétlivé imunitni odpovédi.
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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





