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Streszczenie

Utleniony grafen (GO, ang. graphene oxide), bedacy bogata w tlenowe grupy funkcyjne
pochodng grafenu, wykazuje potencjalne zastosowanie w medycynie. Dzigki duzej powierzchni
wlasciwej oraz mozliwosci modyfikacji powierzchni, moze on shuzy¢ jako nosnik lekéw m. in.
w chemioterapii, terapii genetycznej i terapii fotodynamicznej. Do tej pory zaproponowano
wiele no$nikow lekow na bazie utlenionego grafenu, ktére zwigkszajg selektywne uwalnianie
leku lub umozliwiajg taczenie kilku strategii w celu uzyskania synergistycznego efektu
terapeutycznego. Jednak pomimo wielu badan, zaproponowane nosniki lekéw nie znalazly
faktycznego zastosowania w medycynie. Jest to wynikiem niewystarczajacego
scharakteryzowania wtasciwosci biologicznych utlenionego grafenu oraz luk w wiedzy na
temat oddziatywan utlenionego grafenu z komorkami. Do skutecznego wykorzystania
utlenionego grafenu w medycynie niezbedne jest lepsze poznanie zjawiska wnikania GO do
komorek ssaczych. Efektywnos$¢ wnikania GO do komoérek moze zaleze¢ m. in. od rozmiaru
ptatkow GO, modyfikacji jego powierzchni oraz od rodzaju komoérek. Podczas oceny wnikania
GO do komorek nalezy rowniez uwzgledni¢ zjawiska wptywajace na GO w srodowisku in vivo.
Wprowadzony do krwioobiegu GO oddziatuje ze sktadnikami osocza, ktére adsorbuja na jego
powierzchni. W ramach niniejszego doktoratu zbadano jak rozmiar ptatkoéw oraz inkubacja z
ludzka surowica wplywaja na efektywno$¢ wnikania GO do wybranych typow komorek
ssaczych. Badania przeprowadzono na nowotworowych i prawidtowych komoérkach ptuc oraz
na prawidtowej linii komorek nabtonka zyly pepowinowej. Pierwszym etapem badan byto
uzyskanie frakcji utlenionego grafenu o roéznych rozmiarach ptatkow oraz inkubacja
uzyskanych frakcji z komercyjnie dostgpna surowica ludzka. Do dalszych badan wybrano dwie
frakcje utlenionego grafenu roznigce si¢ rozmiarami ptatkow. Z kazdej frakcji wyodrgbniono
probki dodatkowo inkubowane z ludzka surowica krwi. Nastepnie oceniono wptyw badanych
frakcji utlenionego grafenu na zywotnos$¢ 1 aktywnos$¢ metaboliczng komorek. W kolejnym
kroku frakcje utlenionego grafenu zostaly wyznakowane fluorescencyjnie i okres$lono ich
efektywno$¢ wnikania do komoérek oraz wewnatrzkomorkowa lokalizacje. Badania
przeprowadzono na trzech liniach komorkowych z wykorzystaniem standardowych technik
hodowli komoérek. W celu lepszego odwzorowania warunkow in vivo na drugim etapie badan
do hodowli komodrek uzyto mikrosystemu Cell-on-a-Chip. Zaproponowany mikrosystem
umozliwil podawanie zawiesiny utlenionego grafenu do komorek zaréwno w warunkach
cigglego jak 1 przerywanego przeptywu. Wykorzystanie mikrosystemu do hodowli komoérek

pozwolito dokona¢ wstgpnej oceny wplywu warunkéw przeplywu zawiesiny GO podczas



inkubacji z komdrkami na wewnatrzkomorkowa lokalizacj¢ oraz efektywnos$¢ wnikania GO do
komorek. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze inkubacja z surowicg obniza
efektywnos$¢ wnikania GO do komorek. Ponadto wicksze ptatki wnikaty do komorek z wigksza
efektywnoscig niz mniejsze. Zauwazono rowniez roznice w efektywnosci wnikania GO do
komorek ze wzgledu na typ komoérki. Dodatkowo stwierdzono wzrost efektywnos$ci wnikania
GO do komérek w warunkach cigglego podawania zawiesiny GO podczas inkubacji w

porownaniu do inkubacji prowadzonej w warunkach przeptywu przerywanego.

Stowa kluczowe: utleniony grafen, hodowle komorkowe, wnikanie do komorek, Cell-on-a-Chip



Abstract

Graphene oxide (GO), a derivative of graphene rich in oxygen functional groups, shows
potential applications in medicine. Due to its large specific surface area and surface
modification possibilities, it can serve as a drug carrier in chemotherapy, gene therapy, and
photodynamic therapy. Many GO-based drug carriers have been proposed that enhance
selective drug release or allow the combination of several strategies to achieve a synergistic
therapeutic effect. However, despite numerous studies, the proposed drug carriers have not
found actual applications in medicine. This is due to insufficient characterization of the
biological properties of graphene oxide and gaps in knowledge regarding its interactions with
cells. To effectively utilize graphene oxide in medicine, it is essential to better understand the
phenomenon of GO internalization into mammalian cells. The efficiency of GO cellular uptake
may depend on factors such as the size of GO flakes, surface modifications, and the type of
cells. When assessing GO uptake by cells, it is also necessary to consider phenomena affecting
GO in the in vivo environment. Once introduced into the bloodstream, GO interacts with plasma
components that adsorb onto its surface. In this doctoral thesis, we investigated how the size of
GO flakes and incubation with human serum affect the efficiency of GO uptake by selected
types of mammalian cells. The studies were conducted on cancer and normal lung cell lines, as
well as a normal line of umbilical vein epithelial cells. The first stage of the research involved
obtaining fractions of graphene oxide with different flake sizes and incubation of these fractions
with commercially available human serum. Two fractions of graphene oxide differing in flake
size were selected for further studies. Samples from each fraction were incubated with human
blood serum. The impact of the studied graphene oxide fractions on cell viability and metabolic
activity was then assessed. In the next step, the graphene oxide fractions were fluorescently
labeled, and their cellular uptake efficiency and intracellular localization were determined. The
studies were conducted on three cell lines using standard cell culture techniques. To better
replicate in vivo conditions, a Cell-on-a-Chip microsystem was used in the second stage of the
studies. The proposed microsystem enabled the delivery of graphene oxide suspension to cells
under both continuous flow and stopped flow conditions. The use of the microsystem for cell
culture allowed for a preliminary assessment of the impact of flow conditions of the GO
suspension during incubation with cells on intracellular localization and the efficiency of GO
uptake. Based on the conducted research, it was found that incubation with serum reduced the
efficiency of GO uptake by cells. Additionally, larger flakes were taken up by cells more

efficiently than smaller ones. Differences in the efficiency of GO uptake by cells were also



observed for different cell types. Furthermore, it was determined that graphene oxide was taken
up more efficiently by cells under continuous suspension flow conditions during incubation

compared to stopped flow conditions during incubation.

Keywords: graphene oxide, cell cultures, cellular uptake, Cell-on-a-Chip
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I. Czes¢ literaturowa

1. Wstep

Utleniony grafen (GO, ang. graphene oxide) jest pochodng grafenu o szerokim potencjalnym
zastosowaniu'?. Duza powierzchnia wlasciwa oraz obecno$¢ grup tlenowych w strukturze
utlenionego grafenu umozliwiajg efektywne dotaczanie do niego czasteczek takich jak
nanoczastki lub leki przeciwnowotworowe. Ponadto modyfikacja powierzchni umozliwia
popraw¢ wlasciwos$ci biologicznych utlenionego grafenu, np. poprzez zmniejszenie
cytotoksycznos$ci. Powyzsze zalety sprawity, ze GO moze znalez¢ potencjalne zastosowanie w
medycynie m. in. jako nos$nik lekéw. W celu opracowania skutecznego nosnika lekow z
wykorzystaniem utlenionego grafenu wymagana jest znajomos$¢ jego wlasciwosci
biologicznych, w szczegdlnosci drogi wnikania do wngtrza komorek. Jednak pomimo wielu
prac dotyczacych wnikania GO do komorek, nadal istniejg luki w wiedzy dotyczacej tej
tematyki, a uzyskane wyniki sa niejednoznaczne. Jednym z powodow rozbieznosci w wynikach
sa réznice pomigdzy fizykochemicznymi wlasciwosciami GO uzytego do badan. Nie
ustanowiono jednego standardowego protokotu syntezy GO. W zwigzku z tym platki GO
uzyskane w dwoch réznych laboratoriach badawczych moga réznic si¢ rozmiarem oraz iloscig
grup tlenowych. Parametry te (wielko$¢ ptatkow, ilos¢ grup tlenowych) wplywaja na proces
wnikania utlenionego grafenu do komodrek. W rezultacie uzycie dwoch probek GO roéznigecych
si¢ tymi parametrami moze prowadzi¢ do uzyskania sprzecznych wynikéw. Dodatkowo, proces
wnikania utlenionego grafenu do komoérek moze zaleze¢ od wielu czynnikéw takich jak typ
komorki 1 modyfikacje powierzchni ptatkow GO uzytych do badan. W celu zapobiegania
agregacji 1 obnizeniu cytotoksycznosci utleniony grafen modyfikuje si¢ polimerami, ktore
moga wplyna¢ na proces wnikania GO do komorek. Ponadto w warunkach in vivo, zanim GO
wniknie do komorek, oddziatuje z czasteczkami ptyndw ustrojowych organizmu. Skutkiem
takiego oddzialywania moze by¢ zmiana struktury utlenionego grafenu lub adsorpcja
czasteczek na powierzchni ptatka GO 3. Moze to powodowa¢ zmiang sposobu oddziatywania
GO z komorkami. Wiele dotychczasowych badan wnikania GO przeprowadzono
wykorzystujac jeden typ komorek, GO zmodyfikowany w jeden konkretny sposob lub bez
uwzgledniania wpltywu oddziatywan sktadnikéw ptynow ustrojowych na utleniony grafen. W
rezultacie dysponujemy badaniami przeprowadzonymi w réznych warunkach, ktérych wyniki
sa niemozliwe do poréwnania. W celu lepszego zapeknienia luk w wiedzy o oddziatywaniach
GO-komorka, nalezy pozna¢ wplyw wyzej wymienionych parametréw na proces wnikania GO

do komorek. Ponadto, dalsze badania GO powinny wykorzystywa¢ bardziej zaawansowane
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modele badawcze niz standardowa hodowla komoérkowa. Wigkszo$¢ badan dotyczacych tej
tematyki opiera si¢ na zastosowaniu standardowych, dwuwymiarowych (2D) modeli
komorkowych, ktore nie odzwierciedlajg w pelni warunkéw in vivo. W rezultacie wyniki
uzyskane za pomocg standardowych hodowli mogg nie mie¢ przelozenia na faktyczne
zachowanie utlenionego grafenu w organizmie zywym. Luki wiedzy spowodowane
niejednoznacznymi wynikami badan wskazuja na dalsza potrzebg prowadzenia badan nad
procesem wnikania GO do komodrek. W czesci literaturowej niniejszej pracy zostang omowione
wlasciwosci 1 zastosowanie utlenionego grafenu. Nastgpnie zostang omowione modele
komorkowe wykorzystywane w badaniach biologicznych. Na koncu zostang podsumowane

dotychczasowe prace dotyczace wnikania GO do komorek.

2. Utleniony grafen — wlasciwosci i zastosowanie

Grafen jest jedng z alotropowych form wegla otrzymanych w 2004 roku przez Andre
Geim’a i Konstantina Novoselova *. Platek grafenu jest pojedyncza warstwa grafitu o grubosci
1 atomu. Atomy wegla w grafenie posiadaja hybrydyzacje sp®> i sa zorganizowane w
heksagonalng sie¢ zawierajaca zdelokalizowane elektrony m. Grafen posiada bardzo duza
powierzchnie wiasciwa, ktorej teoretyczna warto$¢ wynosi 2630 m?/g. Dzieki doskonatym
wlasciwoséciom elektrycznym i mechanicznym °7, znalazt potencjalne zastosowanie w wielu
dziedzinach, miedzy innymi w konstrukcji sensoréw i paneli fotowoltaicznych®. Do rodziny
materialow grafenowych zalicza sie rowniez nanorurki weglowe °, fulereny '° oraz utleniony

grafen °

. Utleniony grafen posiada grupy tlenowe na swojej powierzchni takie jak grupy
hydroksylowe, alkoholowe 1 karboksylowe. Najbardziej rozpowszechnionym modelem

budowy utlenionego grafenu jest model Lerfa-Klinowskiego (Ryc.1).
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Ryc. 1 Model Lerfa-Klinowksiego opisujgcy strukture utlenionego grafenu .

Najbardziej rozpowszechniong metoda otrzymywania GO jest zmodyfikowana metoda
Hummera wykorzystujgca podejscie ,,top-down”. Polega ona na dzialaniu duzym potencjalem
oksydacyjnym w postaci nadmanganianu potasu na grafit . Ze wzgledu na obecno$¢ grup
tlenowych w strukturze GO zaburzeniu ulega sie¢ elektronéw 7 co skutkuje pogorszeniem
wlasciwosci elektrycznych w porownaniu z grafenem. Jednoczesnie obecnos¢ grup tlenowych
zapobiega agregacji GO w wodzie oraz umozliwia kowalencyjne modyfikacje powierzchni
czasteczki utlenionego grafenu. Ponadto, utleniony grafen moze by¢ funkcjonalizowany

5,11

niekowalencyjnie poprzez oddziatywania hydrofobowe Wiele grup badawczych

15 5

i 1213 aptamerami '4, polimerami '° i

modyfikowalo powierzchnie utlenionego grafenu biatkami
innymi czasteczkami ', w rezultacie zmieniajac jego wlasciwosci. Modyfikacje powierzchni

GO mogg zapobiega¢ agregacji ptatkoéw 1 zmniejszac jego cytotoksycznos$¢. W naszym zespole
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badawczym prowadzone sa badania materiatéw grafenowych pod katem ich zastosowan
biomedycznych. Dzi¢ki funkcjonalizacji GO poli(winylopirolidonem) (PVP) badany materiat
byt bezpieczny dla komorek !’. Innym przyktadem takiej modyfikacji jest modyfikacja
poli(glikolem etylenowym) (PEG) !°. Utleniony grafen nie agreguje w wodzie jednak moze
agregowa¢ w roztworach soli o stezeniu fizjologicznym oraz mediach komoérkowych.
Modyfikacja utlenionego grafenu PEG zapobiega agregacji i zmniejsza jego niepozadany
wpltyw na zywotnos¢ 1 funkcjonowanie komorek. Sg to jedne z wielu przyktadow modyfikacji
jakimi mozna podda¢ GO w celu poprawy jego wlasciwosci biologicznych. Oprocz
modyfikacji powierzchni na cytotoksyczno$¢ utlenionego grafenu ma wptyw, czas inkubacji,
typ komorek oraz stezenie i wlasciwosci fizykochemiczne GO. Tak jak w przypadku innych
wlasciwos$ci biologicznych GO, nie mozna wyciagna¢ jednoznacznych konkluzji na temat
wplywu tego materialu na zywotno$¢ komorek. Jest to spowodowane rdéznicami w
fizykochemicznych wiasciwosciach badanego GO oraz stosowaniem réznych modyfikacji

powierzchni, ktore uniemozliwiajg porownywanie wynikow.

3. Utleniony grafen w zastosowaniach biomedycznych

Dzigki duzej powierzchni wlasciwej, stabilnosSci w wodzie oraz mozliwosci
funkcjonalizacji kowalencyjnej jak i niekowalencyjnej, utleniony grafen znalazt potencjalne
zastosowanie w systemach oczyszczania wody, systemach fotokatalitycznego przeksztalcania
dwutlenku wegla, konstrukcji biosensoréw, inzynierii tkankowej oraz w medycynie '8, W
kontekscie niniejszej pracy szczegolnie interesujace sa biomedyczne zastosowania utlenionego
grafenu. Wiele grup badawczych wykazato, ze nosniki lekow wykorzystujace GO mogg w
przysztosci znalez¢ zastosowanie w terapiach przeciwnowotworowych. Niestety do tej pory
zaden z zaproponowanych no$nikow GO nie zostat zakwalifikowany do testow klinicznych.
Doktadniejsze poznanie wtasciwosci biologicznych GO, w tym procesu wnikania do komorek,
pozwoli na szybsze opracowanie nosnika, ktory znajdzie faktyczne zastosowanie w medycynie.
Ponize; omowiono przykilady wykorzystania GO w terapiach przeciwnowotworowych,

swiadczacych o potencjale tego materiatu jako nosnika lekow.

3.1. Rola hodowli komérkowych w badaniach dotyczacych GO

Hodowle komoérkowe stanowia model badawczy w badaniach podstawowych.
Umozliwiaja one poznanie wilasciwosci biologicznych badanych materiatow oraz badanie
proceséw zachodzacych w komorkach. Zaleta hodowli komorkowych jest mozliwos¢ Scistej

kontroli $rodowiska hodowlanego. Komorki w hodowli powinny mie¢ zapewnione
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odpowiednie pH, temperatur¢ oraz substancje niezb¢dne do prawidlowego funkcjonowania.

Istnieje wiele typow hodowli komoérkowych rdznigcych si¢ stopniem zlozono$ci oraz

wiernoscig odwzorowania warunkow in vivo.'.

Ryc. 2 Komérki hodowane w postaci monowarstwy: komérki fibroblastopodobne (po lewej) *’ i komérki

epitelialne (po prawej) '

3.1.1. Typy hodowli komoérkowych

Najprostszym i najbardziej rozpowszechnionym typem hodowli komoérkowej jest hodowla
w postaci monowarstwy (hodowla dwuwymiarowa (2D)). Komoérki w tej hodowli sa
przeczepione do podtoza hodowlanego i zanurzone w medium hodowlanym (Ryc. 6). Zaleta
takich hodowli jest ich prostota, poniewaz procedury prowadzenia hodowli 2D sg standardowe,
powtarzalne i szeroko rozpowszechnione. Najwigcej podstawowych badan na komorkach
wykonuje si¢ przy pomocy komoérek hodowanych wtasnie w postaci monowarstwy. Wada tego
typu hodowli jest jednak stabe odwzorowanie warunkow in vivo. Komorki ,,rozciggnigte” na
podtozu hodowlanym traca swoja natywnga morfologi¢. Ponadto, s one pozbawione macierzy
komorkowej 1 oddzialywan z innymi komorkami tkanki, z ktorej si¢ wywodza. Monowarstwa
jest potrzebnym i wygodnym modelem badania zachowania pojedynczych linii komoérkowych,
jednak do lepszego odzwierciedlania warunkow in vivo potrzebne jest zastosowanie bardziej
ztozonych modeli komérkowych 1.

Hodowle przestrzenne (tréjwymiarowe (3D)) lepiej niz standardowa hodowla 2D
odzwierciedlaja warunki in vivo. W porownaniu z hodowlami 2D, morfologia komoérek w
takich hodowlach jest bardziej zblizona do naturalnej morfologii komorek in vivo. W
warunkach hodowli 3D komorki sg zdolne do wytwarzania macierzy zewnatrzkomoérkowe;j

oraz potaczen migdzykomorkowych (Ryc. 7). Przykladami takich hodowli jest wielowarstwa
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komorkowa, sferoidy, hodowle w hydrozelu oraz hodowle na rusztowaniach (ang. scaffolds).
Wielowarstwe komoérkowa mozna otrzymac, gdy komorki rosnagce w monowarstwie osiggnety
100% konfluencji 1 dalej proliferuja. Komorki z dolnych warstw maja ograniczony dostgp do
substancji odzywczych. Z czasem dolna warstwa obumiera 1 hodowla traci przyczepnos¢ z
podtozem. Agregaty i sferoidy to aglomeraty przyczepionych do siebie komoérek. Podobnie jak
w wielowarstwie komorki w $rodku sferoidu maja ograniczony dostgp do skladnikéw
odzywczych. Z czasem w sferoidzie wytwarza si¢ rdzen nekrotyczny. Sferoidy sa dobrym
modelem nieukrwionego guza nowotworowego. Innymi przyktadami hodowli 3D sg hodowle
wykorzystujace hydrozele lub rusztowania (ang. scaffolds). W hodowlach z hydrozelem
komorki sg zamknigte w hydrozelowej siatce. Dzigki modyfikacji wlasciwosci hydrozelu
mozna sterowac srodowiskiem hodowli. Z kolei rusztowania o r6znych topografiach pozwalaja

na tworzenie zaawansowanych modeli tkankowych 192223,

Rdzen Warstwa
nekrotyczny Przejsciowa

A.

Proliferujgce komorki

Ryc. 3 A) Budowa sferoidu. Rdzen nekvotyczny (komorki czarne), warstwa przejsciowa (komorki
fioletowe) i komorki proliferujgce (komorki niebieskie) . Komorka w hodowli 3D wytwarzajgca

poltgczenia z rusztowaniem 3

Hodowle komérkowe mozemy rowniez podzieli¢ ze wzgledu na liczbe linii komérkowych
hodowanych razem. Monokultury sg hodowlami, w ktérych wystepuje tylko jeden rodzaj
komorek. Sa one modelami badawczymi powszechnie wykorzystywanymi w badaniach.
Jednak organy i tkanki sktadaja si¢ z wigcej niz jednego rodzaju komorek. Ponadto,

odziatywania pomiedzy r6znymi rodzajami komoérek ogrywaja wazng role w funkcjonowaniu
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komorek in vivo. W celu otrzymania modeli badawczych lepiej odwzorowujacych warunki in
vivo stosuje si¢ ko- i multikultury komorek. Sg to hodowle w ktérych hodowane sg jednoczesnie
dwa (kokultura) lub wiele (multikultura) typéw komorek. W kokulturach i multikulturach
komorki réznych typow oddzialujg na siebie 1 wspottworza macierz migdzykomorkowas.
Odtworzenie tych zalezno$ci jest niemozliwe w przypadku monokultur. Dlatego modele

komoérkowe wiernie odtwarzajace warunki in vivo muszg si¢ sktadac¢ z wielu typéw komorek
19

3.1.2. Hodowle Cell-on-a-Chip

Dynamicznie rozwijajacym si¢ kierunkiem badan jest wykorzystanie mikrosysteméw
przeptywowych do hodowli komoérek. Mikrosystemy przeplywowe to urzadzenia w ktorych
operuje sie matymi objeto$ciami ptynu (od 10° do 10 L) za pomoca struktur ktorych
najmniejsze wymiary wynosza od dziesigtek do setek mikrometréow >+, Narzedzia te znalazty
zastosowanie w systemach diagnostycznych, screeningu lekow, genetyce, proteomice,
inzynierii tkankowej oraz w hodowli komoérek (Cell-on-a-Chip, Organ-on-a-Chip) *¢. Hodowle
komoérkowe w mikrosystemie rdznig si¢ od hodowli w makroskali (hodowle standardowe).
Pierwsza, oczywista roznica, to inne wymiary hodowli. Podczas hodowli monowarstwy
komorek w makroskali, komodrki hodowane sg w duzych, mililitrowych objetosciach medium.
W mikrosystemie o wymiarach wyrazanych w mikrometrach stosunek objetosci do
powierzchni hodowli jest mniejszy niz w hodowli w makroskali W zwiagzku z tym, procesy
wymiany masy zachodza szybciej w mikrosystemach. W mikroskali gradienty stezenia
substancji sg duzo mniejsze niz w hodowli standardowej. Nalezy zauwazy¢, ze duze stosunki
powierzchni do objgtosci hodowli sg bardziej zblizone do warunkow in vivo niz kultury
prowadzone w makroskali 2”-*%. Kolejng wazng rdznica jest mozliwo$¢ zapewnienia hodowli w
mikrosystemie warunkow przeplywowych. Komorki w hodowli z przeplywem wystawione s3
na naprezenia $cinajace przeplywajacego medium, co lepiej odzwierciedla warunki in vivo.
Ponadto, mate objetosci probek i mikrometryczne wymiary oznaczajg rGwniez mniejsze koszty
prowadzenia hodowli 1 mozliwo$¢ zastosowania wysokoprzepustowych technik prowadzenia
hodowli. Jednak jedna z najwazniejszych zalet prowadzenia hodowli w mikrosystemie jest jego
kompatybilno$¢ z hodowlami 3D (Ryc.9). Dzigki implementacji rusztowan, hydrozeli,
membran oraz rozplanowaniu mikrostruktur dopasowanych do potrzeb hodowli mikrosystemy
przeptywowe odgrywaja wazng rol¢ w opracowywaniu modeli badawczych tkanek 1 organow

27-29 W ramach niniejszej pracy rowniez zastosowano hodowle w mikrosystemach Cell-on-a-
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Chip. Umozliwily one porownanie efektywnosci procesu wnikania GO do komoérek

hodowanych w mikrosystemie i w makroskali.

Ryc. 4 Hodowla sferoidow linii MCF-7/HMF w mikrouktadzie. Warto$¢ skali wynosi 100 um 7.

3.1.3. Materialy do wytwarzania mikrosystemow Cell-on-a-Chip

Wilasciwosci mikrouktadu zaleza od materiatlu, z ktérego zostal wytworzony. Do
materiatow wykorzystywanych w systemach Cell-on-a-Chip zalicza si¢ szklo, zywice
epoksydowe i polimery. Szkto jest inertne chemicznie, kompatybilne z probkami biologicznymi
i transparentne co umozliwia mikroskopowa obserwacje hodowli. Jednak szklane
mikrosystemy sa trudne w produkcji co ogranicza zastosowanie mikrosystemow wytworzonych
wylacznie ze szkla. Z kolei zywice epoksydowe cechuja si¢ wysoka rozdzielczo$cia
umozliwiajacag wykonywanie bardzo matych mikrostruktur, jednak duzy koszt procesu
wytwarzania mikrosysteméw z ich udzialem ogranicza ich wuzycie. Najbardziej
rozpowszechniona grupa materialtdw do wytwarzania mikrosystemow Cell-on-a-Chip sa
polimery. Zaletami polimeréw s3a niski koszt 1 prostota wytwarzania mikrosystemow.
Dodatkowo, polimery stanowig grupe materiatow o réznych wilasciwosciach, dzigki czemu
mozna dobra¢ odpowiedni polimer do zamierzonego celu. Do szeroko wykorzystywanych
materialdow w tej grupie zalicza si¢ poli(dimetylosiloksan) (PDMS) oraz poli(metakrylan
metylu) (PMMA) 2. PDMS jest najpopularniejszym materialem stosowanym do wytwarzania
mikrosystemow. Jest tanim elastomerem, latwo wytwarza si¢ w nim mikrostruktury, jest
transparentny, hydrofobowy, nietoksyczny dla komorek i1 przepuszczalny dla gazow. Powyzsze
wlasciwosci czynig go idealnym materiatem do prototypowania mikrosystemow stuzacych do

hodowli komorek. Jest rowniez elastyczny dzigki czemu moze by¢ wykorzystywany do
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wytwarzania membran i ruchomych cz¢$ci mikrouktadéw, np. mikrozaworow. Wada PDMS
moze by¢ jednak jego chlonnos¢ wobec wprowadzanych do mikrosystemow substancji, ktore
moga dyfundowa¢ wewnatrz polimeru. Przepuszczalno$¢ dla gazow oznacza roéwniez, ze ciecze
wewnatrz mikrouktadu mogg wyparowac. Jest to niekorzystne z punktu widzenia hodowli
komorkowej, w ktorej komorki musza byé stale zanurzone w cieczy 2*. PMMA jest polimerem
termoplastycznym, rowniez powszechnie uzywanym do prototypowania mikrosystemow. Tak
jak PDMS jest transparentny, jednak nieprzepuszczalny dla gazéw. Dlatego w celu
wykorzystania PMMA do wytwarzania mikrosystemoéw do hodowli komorek, nalezy go

polaczy¢ z materialem przepuszczalnym dla gazow 24,

3.1.4. Otrzymywanie mikrosystemow

Mikrosystemy mozna wytwarza¢ zarOwno na skale przemyslowa i w warunkach
laboratoryjnych. Metody replikacyjne sa najbardziej rozpowszechnionymi metodami
wytwarzania mikrosystemow. Wyro6znia si¢ 3 podstawowe replikacyjne metody wytwarzania
mikrouktadow: ,mi¢kka” litografia (ang. soft litography), wytlaczanie na goraco (ang. hot
embossing) 1 formowanie wtryskowe (ang. injection molding) (Ryc. 8). ,,Miekka” litografia,
nazywana inaczej metoda odlewu, wymaga wstepnego przygotowania pieczatki, bedacej
negatywem mikrosystemu. Pieczatke mozna wykona¢ z polimeru za pomocg druku 3D,
mikrofrezowania lub fotolitografii. W fotolitografii wykorzystuje si¢ fotorezyst, substancje
twardniejaca po naswietleniu §wiattem o odpowiedniej dtugosci fali, np. SU-8. Rozprowadzony
na podtozu fotorezyst przykrywa si¢ maska odwzorowujacg rozmieszczenie mikrostruktur. Po
naswietleniu fotorezyst twardnieje z wyjatkiem miejsc przykrytych maska. Nast¢gpnie odmywa
si¢ niestwardnialy fotorezyst. Metoda ta jest prosta i charakteryzuje si¢ duzg rozdzielczoscia.
Na tak przygotowana pieczatke wylewa si¢ nieusieciowang mas¢ prepolimerowa (np. PDMS)
1 zostawia do polimeryzacji. Otrzymang plytke z mikrostrukturami wigze si¢ z druga ptytka,
wykonang z polimeru lub szkla, przy uzyciu plazmy tlenowej. Jest to najpopularniejsza metoda
prototypowania mikrosysteméw w laboratorium z uzyciem elastomerow >°.

Wytlaczanie na gorgco i formowanie wtryskowe sg metodami wytwarzania uktadoéw z
uzyciem polimeréw termoplastycznych, np. PMMA. W wytlaczaniu na goraco podgrzany
polimer jest dociskany do matrycy przy pomocy prasy. Natomiast w formowaniu wtryskowym
ogrzany polimer jest wtlaczany do nieruchomej matrycy. Ptytki mikrosystemow otrzymanych

tymi metodami laczy sie z sobg na goraco °.
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Ryc. 5 Metody replikacyjne stosowane do wytwarzania mikrosystemow .

Rozwoj technik druku 3D pozwolil na wykorzystanie ich do wytwarzania mikrosystemow.
Techniki druku 3D sg tanie i proste w wykonaniu, jednak ich wada jest niska precyzja w
odwzorowaniu pustych w $rodku struktur, ograniczony wybor materialow oraz niska
rozdzielczo$¢ w osi ,,z”. Do technik druku 3D zalicza si¢ modelowanie za pomocg stopionego
materiatu  (FDM, ang. Fused Deposition Modeling), stereolitografie (SLA), cyfrowe
przetwarzanie $wiatlta (DLP, ang. Digital Light Processing), Multi-Jet Printing (MJP) i
polimeryzacje dwufotonowg °.

FDM opiera si¢ na drukowaniu rozgrzanego polimeru za pomoca goracej dyszy. Polimer
po wydostaniu si¢ z dyszy zastyga w pozadang strukture. Zaletg tej techniki jest jej prostota
wytwarzania mikrouktadow. Wada FDM jest mata wytrzymalos¢ mechaniczna uzyskanych
struktur i niska precyzja odwzorowania mikrostruktur *°. Stereolitografia i DLP maja podobna
zasad¢ dziatania. W obu metodach wykorzystuje si¢ fotoczule zywice i Zrdédlo promieniowania
UV. W przypadku SLA zrédtem promieniowania jest laser, natomiast w przypadku DLP jest to
wyswietlacz LCD. Zbiornik z fotoczulg Zywicg zostaje naswietlony przez diody LED lub laser,
warstwa po warstwie. W SLA laser naswietla warstwe punktowo, natomiast w DLP kazdy punkt
warstwy jest naswietlany jednocze$nie. Naswietlona zywica twardnieje a nieutwardzona

30

zywica zostaje odmyta Polimeryzacja dwufotonowa jest technika podobng do

stereolitografii. Wykorzystuje promieniowanie o matej energii 1 zjawisko jednoczesnej
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absorpcji dwoch fotondw. Dzigki temu uzyska¢ mozna wyzsza rozdzielczo$¢ niz w przypadku
stereolitografii 3°. Multi-Jet Printing jest technika, w ktorej rowniez wykorzystywane sa zywice
swiattoczute. Krople zywicy sg dozowane przez dysze drukarskie w postaci mikrokropli
warstwa po warstwie. Zywica twardnieje pod wptywem naswietlenia promieniowaniem UV 3°.

Istnieje wiele metod wytwarzania mikrouktadéw. W warunkach laboratoryjnych
najbardziej popularnymi metodami wytwarzania mikrouktadow sa metoda odlewu i druk 3D.
Umozliwiajg one szybkie prototypowanie mikrouktadow. Umozliwia to zaprojektowanie i

wytworzenie mikrouktadu dopasowanego do charakteru prowadzonych badan.

3.1.5. Zastosowanie mikrosystemow Cell-on-a-Chip

Mikrosystemy Cell-on-a-Chip znalazly zastosowanie w wielu dziedzinach badan.
Przyktadami zastosowan hodowli komorek w mikrouktadach przeptywowych sa mikrouktady
do screeningu lekow, badanie procesu gojenia si¢ ran lub badanie cytotoksycznosci
nanomateriatow. Shen i wspotlpracownicy opracowali mikrosystem do jednoczesnej oceny
cytotoksycznosci kilku substancji. Mikrosystem wytworzono metoda odlewu, natomiast
pieczatke wykonano za pomocg litografii. Materiatami uzytymi do fabrykacji urzadzenia byty
PDMS i szkto. Trzy otwory wlotowe umozliwiaty podanie 3 substancji jednocze$nie, a sie¢
mikrokanatéw i mikromieszalnikéw pozwolita na uzyskanie mieszanin podanych substancji.
W mikrouktadzie byto 12 mikrokomér hodowlanych, w ktorych mozliwe bylo testowanie 12
wariantow mieszanin jednocze$nie (Ryc.10). Dziatanie mikrosystemu sprawdzono na
komorkach linii MCF-7 1 HepG2, odpowiednio liniach nowotworowych piersi i watroby.
Oceniono dziatanie doksorubicyny, cisplatyny oraz ich mieszaniny na komorki tych linii.
Otrzymane wyniki zostaly porownane z testami wykorzystujacymi standardowe hodowle
komoérkowe. W rezultacie stwierdzono, ze otrzymany uklad jest odpowiedni do

wysokoprzepustowego screeningu lekéw i ich mieszanin 32,
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Ryc. 6 A) Schemat mikroukiadu. Sie¢ kanatow i mikromieszalnikow umozliwia otrzymanie gradientu
stezen dla mieszaniny substancji wprowadzonych do mikrouktadu. B) Procentowy sktad mieszanin w

kazdej komorze *.

Innym zastosowaniem mikrosysteméw Cell-on-a-Chip sa modele gojenia si¢ ran.
Modelem rany jest monowarstwa komoérek przedzielona strefa wolng od komorek. ,,Gojenie
rany” polega na migracji komorek z monowarstwy i1 stopniowym zapelnianiu wolnej
przestrzeni. Modele gojenia ran pozwalaja na lepsze zrozumienie procesu gojenia oraz
screening materialdw o potencjalnym zastosowaniu w opatrunkach. Kluczowym parametrem
ocenianych podczas tych badan jest szybko§¢ migracji komoérek zaangazowanych w gojenie si¢
ran 3. Lee i wspélpracownicy opracowali mikrosystem umozliwiajacy powtarzalne
generowanie ,,rany”’. Mikrouktad sktadat si¢ z 2 cze$ci (Ryc. 11A). Jedna zawierata mikrokanat,
komore hodowlang oraz wloty 1 wylot. Druga zawierata mikrostruktury wykonane metoda
odlewu przy pomocy pieczatki. Pieczatke wytworzono technikg litografii z poli(uretanu-
akrylanu) (PUA). Wykonano ptlytki posiadajace mikrostruktury o réznych rozmiarach, ktore
umozliwialy wymuszenie orientacji komdrek w hodowli. Pozwolito to na ocen¢ zaleznoS$ci
szybkosci gojenia od uksztaltowania rany. Modelem badawczym byla monowarstwa
fibroblastow NIH-3T3. W celu wytworzenia ,,rany” przez srodek monowarstwy przepuszczono
skupiony strumien trypsyny o okreslonej szerokosci. Trypsyna wymyta komorki ze srodka
monowarstwy tworzac ,,ran¢” (Ryc.11B). Za pomoca obserwacji mikroskopowej badano tempo
migracji komorek przy réznym uksztaltowaniu rany. Zaproponowany model cechuje si¢
prostotg i powtarzalnym generowaniem ran o tej samej szerokosci co umozliwia poréwnanie

wynikow dla réznych eksperymentéw. Ulepszanie komodrkowych modeli ran umozliwi
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ograniczenie badan procesu gojenia ran na zwierzgtach, ktore obecnie sa zrodlem kontrowersji

na tle bioetycznym 3+,

A Mikrouktad
- =2

— (PDMS)

Laczenie przy
pomocy plazmy ‘

Mikrostruktury

(PDMS)
____________________________________ "
B . Medium hodowlane W/ »Rana”
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— I

Ryc. 7 A) Otrzymywanie mikrouktadu. B) Wymywanie komorek ze Srodka kanatu przy pomocy Trypsyny
EDTA. Powstata pusta przestrzen pomiedzy dwoma monowarstwami komorek imituje przerwanie

cigglosci tkanki na skutek odniesienia rany .

W naszym zespole badawczym opracowano mikrouktad do jednoczesnej hodowli komoérek
w postaci monowarstwy 1 sferoidow (Ryc. 12). Mikrouktad zostal wykonany z PDMS z
wykorzystaniem metody migkkiej litografii. Sktadat si¢ z mikrokanatow oraz mikrokomor
hodowlanych. Komory hodowlane do hodowli sferoidow posiadaty mikrostudzienki
umozliwiajace tatwe formowanie sferoidéw. W zaleznosci od typu prowadzonej hodowli,
powierzchnia mikrokomor zostala zmodyfikowana fibronektyng (2D, monowarstwa) lub
poli(alkoholem winylowym) (PVA) (3D, sferoidy). Opracowany mikrosystem umozliwit ocene
cytotoksyczno$ci utlenionego grafenu wzgledem nowotworowych komorek jelita (HT-29),
watroby (HepG2) i piersi (MCF-7). Zauwazono réznice w odpowiedzi na utleniony grafen
pomigdzy komorkami w postaci monowarstwy 1 w postaci sferoidow. Zaproponowany
mikrouktad przeptywowy moze =zosta¢ wykorzystany do badan roéznic w dziataniu

nanomateriatdow na komérki w hodowlach 2D i 3D .
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Ryc. 8 Schemat mikroukladu do badania GO na komorkach hodowanych w postaci monowarstwy i

sferoidow .

3.1.6. Podsumowanie

Hodowle komoérkowe sa modelem badawczym wykorzystywanym w badaniach
podstawowych. Waznymi parametrami w hodowli komoérek sg temperatura, pH, sktad medium
hodowlanego. Znalazty zastosowanie w badaniu funkcjonowania komorek, screeningu lekow 1
innych biologicznie aktywnych substancji a takze w opracowywaniu zaawansowanych modeli
komoérkowych odzwierciedlajacych warunki in vivo. Wyrdznia si¢ rozne typy hodowli
komorkowych réznigcych sig¢ przestrzennym utozeniem komorek i stopniem skomplikowania:
monowarstwa, wielowarstwa, sferoidy, hodowle w hydrozelach i rusztowaniach. Monowarstwa
jest najbardziej rozpowszechnionym typem hodowli komdrkowej. Jej procedury sa bardzo
dobrze poznane i odtwarzalne. Jednak komorki hodowane w monowarstwie réznig si¢ od
komorek in vivo. Zastosowanie hodowli trojwymiarowych, zwlaszcza kokultur, lepiej
odzwierciedla warunki panujagce w zywym organizmie. W warunkach 3D mozliwe jest
odtworzenie macierzy zewnatrzkomorkowej i1 oddzialywan komorkowych. Szczegolnie
dynamicznie rozwijajacym si¢ kierunkiem jest rozw6j] hodowli 3D z wykorzystaniem
mikrouktadow przeplywowych. Dzieki zapewnieniu warunkéw przeplywowych oraz
mikrometrowym wymiarom, hodowle Cell-on-a-Chip lepiej odwzorowuja warunki in vivo niz

standardowe hodowle prowadzone w makroskali.
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3.2. Zastosowanie GO w chemioterapii

Utleniony grafen oceniano pod katem opracowywania nowych no$nikow lekow
wykorzystywanych w chemioterapii. Popularnie wykorzystywang strategia jest modyfikacja
ptatkow utlenionego grafenu polimerem zwigkszajacym jego biokompatybilnos¢, a nastepnie
dolaczenie leku. Polimerem uzytym do tego typu modyfikacji moze by¢ poli(glikol etylenowy)
(PEG) 3¢, kwas poliakrylowy (PAA) *7, poli(L-lizyna) (PLL) *® a takze polimery pochodzenia
naturalnego: alginian sodu (SA) * i chitozan (CS) *°. Lekami uzytymi podczas badan byty
popularne leki przeciwnowotworowe takie jak paklitaksel (PTX) #!, doksorubicyna (DOX) 38,
5-fluorouracyl (5-FU) %%, kamptotecyna (CPT) ** i 1,3-bis(2-chloroetylo)-1-nitrozomocznik
(BCNU) * Xu i wspélpracownicy pordéwnali dzialanie PTX na nowotworowe komoérki linii
A549 (nowotwor phluc) oraz MCF-7 (nowotwor piersi) podanego w stanie wolnym oraz
zwigzanym z GO modyfikowanym PEG. Paklitaksel jest substancja stabo rozpuszczalng w
wodzie co ogranicza jego uzycie w terapii przeciwnowotworowej. PTX zwigzany z
hydrofilowym GO-PEG wykazal si¢ wigksza cytotoksyczno$cia niz jego odpowiednik,
niezwigzany z zaproponowanym no$nikiem *!. Natomiast Lu i wspéipracownicy zbadali GO
modyfikowany PAA pod katem dostarczania leku przeciwnowotworowego do komorek linii
GL261 (komorek glejaka). Wykazano, ze GO-PAA z dolaczonym 1,3-bis(2-chloroetylo)-1-
nitrozomocznikiem (BCNU) wniknal do komorek z wieksza wydajnoscig niz sam lek. W
rezultacie BCNU zwigzany z GO-PAA wykazywat zwigkszong cytotoksyczno$¢ wzgledem
komoérek glejaka niz BCNU niezwigzanych z GO-PAA*.

Nos$niki lekow oparte na utlenionym grafenie mozna dodatkowo wzbogaci¢ o czasteczki
selektywnie zwigkszajace dostarczanie lekow do docelowych komorek nowotworowych.
Blony komorek niektorych nowotworow wykazuja zwigkszong ilos¢ receptoréw w poréwnaniu
z btong komorek prawidtowych. Przyktadami takich receptorow sa receptory kwasu foliowego
(FA, ang. folic acid) **, kwasu hialuronowego (HA, ang. hyaluronic acid) * oraz transferryny
(Tf) 6. Utleniony grafen zwiagzany z lekiem i czasteczka ligandu odpowiedniego receptora (np.
FA, HA lub Tf) bedzie efektywniej wnikal do komérek wykazujacych nadekspresje
odpowiadajacych im receptorow w poréwnaniu do komodrek o mniejszej liczbie tych
receptoréw. Pozwoli to na ograniczenie niepozadanego dziatania leku na komorki prawidlowe.
Zhao i wspoilpracownicy otrzymali utleniony grafen modyfikowany PEG z obecnymi grupami
kwasu foliowego (FA) jako nos$nik dla doksorubicyny (GO-PEG-FA/DOX). GO-PEG-FA/DOX
odznaczat si¢ zwigkszonym efektem cytotoksycznym w poréwnaniu do swojego odpowiednika

nieposiadajacego grup FA wzgledem komodrek nowotworu watroby HepG2. Skuteczno$¢ jego
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dzialania byta poréwnywalna z wolng DOX. Jednoczes$nie, GO-PEG-FA/DOX wykazat duzo
nizsza niz DOX toksyczno$¢ wzgledem prawidtowych komorek linii watroby linii LSEC. Na
tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze modyfikacja zawierajaca FA dziata selektywnie na komorki
nowotworowe linii HepG2 #’. Z kolei Guo i wspdlpracownicy opracowali noénik lekow z
wykorzystaniem zaréwno HA jak 1 peptydu RGD (Arg-Gly-Asp) jako czasteczek
zwigkszajacych efektywnos$¢ wnikania nosnika do komoérek nowotworowych (Ryc.2). Zar6wno
kwas hialuronowy jak i peptyd RGD sg ligandami receptoréw, ktorych nadekspresj¢ zauwazono
w komorkach wybranych linii nowotworowych. Nosnik ztozony z GO-HA-RGD i zwigzany z
doksorubicyng charakteryzowat si¢ zwigkszona efektywno$cia wnikania oraz wigkszym
efektem cytotoksycznym niz lek zwigzany z no$nikiem nie posiadajacym peptydu RGD.

Badania przeprowadzono na komérkach nowotworu jajnika SKOV-3 43
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Ryc. 9 Prawdopodobny mechanizm selektywnego wnikania GO-FA-RGD/DOX do komérek SKOV-3 *
(HA — kwas hialuronowy; RGD — peptyd Arg-Gly-Asp; DOX — doksorubicyna).
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Modyfikacja no$nikoéw czasteczkami oddziatujagcymi z receptorami jest tylko jedng ze
strategii poprawiania przeciwnowotworowych wilasciwosci lekow. Innym istotnym aspektem
jest uzyskanie kontrolowanego uwalniania leku w komorkach nowotworowych. Mozna tego
dokona¢ opracowujac nosniki lekow wykorzystujace unikalne wiasciwosci Srodowiska
nowotworu (niskie pH, duza aktywno$¢ metaboliczna) jak 1 czynniki zewngtrzne
(promieniowanie, pole magnetyczne) *°°. Liu i wspélpracownicy opracowali noénik lekow

wrazliwy na zmiany pH. Utleniony grafen zmodyfikowano PEG oraz poli(chlorowodorkiem
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allil aminy) (PAH) z dotaczonym bezwodnikiem 2,3-dimetylomaleinowym (DA) (GO-PEG-
PAH-DA/DOX). Z no$nikiem zwigzano DOX. W nowotworowym $rodowisku o pH = 6,8 DA
odlacza si¢ od PAH zmieniajac tadunek powierzchniowy no$nika. W rezultacie nastepuje
uwalnianie doksorubicyny z powierzchni no$nika. W warunkach lizosomalnego pH (= 5-5,5)
nastgpuje protonacja DOX i przyspieszenie uwalniania nosnika (Ryc.3). Wykazano, ze GO-
PEG-PAH-DA/DOX jest bardziej cytotoksyczny niz wolna DOX, zaréwno wobec
nowotworowych komorek piersi linii (MCF-7) jak i lekoodpornego wariantu tej linii (MCF-
7/ADR). Oceniono réwniez mozliwos¢ wykorzystania GO-PEG-PAH-DA/DOX w terapii
kombinowanej taczacej chemioterapi¢ i terapi¢ fototermiczng. W badaniach wykorzystano
promieniowanie o dlugosci fali 808 nm i gestoéci mocy 0,5 W/cm?. Lekoodporny wariant
komorek nowotworu piersi inkubowany z GO-PEG-PAH-DA/DOX wystawiono na dziatanie
promieniowania przez 5 min. Zywotno$¢ komoérek inkubowanych z lekiem i poddanych
dzialaniu promieniowania oraz nienapromieniowanych wynosita odpowiednio 55% i 21%
kontroli. Zastosowanie promieniowania bez inkubacji z lekiem i no$nikiem nie miato wptywu
na zywotno$¢ komorek. Synergistyczny efekt fototermiczny i cytotoksyczny wywolany przez
lek zwigzany z no$nikiem pozwala sadzi¢, ze GO moze znalezé zastosowanie w

kombinowanych terapiach przeciwnowotworowych*®.
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Ryc. 10 Schematyczne przedstawienie dostarczania doksorubicyny DOX zwigzanej z nosnikiem (GO-
PEG-PAH-DA/DOX) do lekoodpornych komérek MCF-7/ADR ** (DOX — doksorubicyng; NGO — nano-
utleniony grafen; PEG — poli(glikol etylenowy); DA — bezwodniki 2,3-dimetylomaleinowy).

Kolejnym czynnikiem, ktory charakteryzuje mikrosrodowisko nowotworu jest
podwyzszone stgzenie glutationu (GSH) w poréwnaniu do mikrosrodowiska wzrostu komorek
prawidlowych. Glutation jest enzymem odpowiedzialnym za tioliz¢ wigzan disiarczkowych.
Yin i wspolpracownicy opracowali no$nik, ktory wykorzystywat podwyzszone stgzenie GSH w
srodowisku nowotworu do kontrolowanego uwalniania leku. Dodatkowo, kontrolowane
uwalnianie leku osiggnieto wykorzystujac fototermiczne wilasciwosci GO. Utleniony grafen
kowalencyjnie zmodyfikowano kwasem hialuronowym, ktéry stanowit jednocze$nie
stabilizator catego kompleksu i1 czynnik zapewniajacy specyficzne wchlanianie do komorek
nowotworowych o podwyzszonej ekspresji receptora HA. Kwas hialuronowy potaczony byt z
GO za pomocg cysteiny posiadajgcej wigzanie disiarczkowe. Nosnik lekow zostal zwigzany z
doksorubicyna, ktorej uwalnianie z powierzchni GO utrudniata sie¢ kwasu hialuronowego. Po
wprowadzeniu do komorki na drodze endocytozy no$nik zostal zamknigty w lizosomie.
Uwolnienie czgsteczki z lizosomu nastgpito pod wplywem efektu fototermicznego
indukowanego przez promieniowanie z zakresu bliskiej podczerwieni (NIR, ang. near infra

red). Nastepnie, szkielet hialuronowo-cysteinowy zostal zdegradowany przez dziatanie

28



hialuronaz i glutationu, co w konsekwencji spowodowato uwolnienie DOX do cytoplazmy
(Ryc.4). Kontrolowane uwalnianie DOX zostato zbadane na nowotworowych komorkach piersi

linii MDA-MB-231 *°.
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Ryc. 11 Schemat wieloetapowego uwalniania DOX z nosnika leku opartego na GO ° (DOX —
doksorubicyng;, HA — kwas hialuronowy, HSG-DOX — utleniony grafen modyfikowany cysteing i

zwigzany z doksorubicyng).

Huang i wspolpracownicy wykorzystali zewnetrzne pole magnetyczne w celu zapewnienia
zwiekszonej akumulacji leku w komoérkach nowotworowych. Utleniony grafen zostal
zmodyfikowany magnetycznymi nanoczastkami zelaza (GO-Fe304). Nastgpnie do GO-Fe3O4
zostat dotaczony chitozan (CS) i poli(glikol etylenowy). Nosnik lekéw zostal zwigzany z
czasteczkami doksorubicyny (GO-Fe304-Ch-PEG/DOX). Cytotoksyczno$¢ leku zwigzanego z
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nos$nikiem oceniono na komorkach glejaka, linii U87. Wykazano, Ze po zastosowaniu pola
magnetycznego dochodzi do zwigkszonej akumulacji GO-Fe;04-CS-PEG/DOX w komoérkach
U87, w porownaniu do proby, w ktorej nie zastosowano pola magnetycznego. Wyniki te
wskazujg na potencjat zastosowania takiego nosnika w potgczeniu z zewnetrznym polem
magnetycznym do kontrolowanego uwalniania leku do komérek nowotworowych®.

Dzigki modyfikacjom powierzchni utlenionego grafenu mozliwe jest kontrolowane
uwalnianie leku w miejscu nowotworu. W tym celu wykorzystuje si¢ charakterystyczne cechy
srodowiska nowotworowego takie jak obnizone pH, zwigkszone stezenie GSH, wigksza niz u
komorek prawidtowych liczba receptorow btonowych. Ponadto akumulacje GO i leku w
komoérkach nowotworowych mozna uzyskaé poprzez zastosowanie pola magnetycznego i
modyfikacj¢ utlenionego grafenu nanoczastkami magnetycznymi. Powyzsze przyktady

pokazuja potencjat GO jako nos$nika lekow przeciwnowotworowych.

3.3. Zastosowanie GO w terapii genowej

Zastosowanie utlenionego grafenu jako no$nika czasteczek o znaczeniu terapeutycznym nie
ogranicza si¢ do chemioterapii. Terapia genowa jest dynamicznie rozwijajaca si¢ strategia
leczenia chordb genetycznych. Polega na wprowadzeniu do komoérek czasteczek
rekombinowanych kwaséw nukleinowych, ktore wplywaja na profil ekspresji gendow .
Podobnie tak jak w przypadku lekow przeciwnowotworowych, GO znalazl zastosowanie w
terapii genowej jako no$nik kwasdéw nukleinowych. Wang i wspotpracownicy zaproponowali
no$nik krotkiego interferujacego RNA (siRNA, ang. small interfering RNA) do selektywne;j
terapii genowej komorek z nadekspresjg receptorow kwasu foliowego (FA). Nosnik otrzymany
na drodze modyfikacji GO poli(glikolem etylenowym) (PEG) i poli(etylenoiming) (PEI)
zwigzano z siRNA wyciszajagcym onkogenny gen Stat3 (GO-PEG-PEI-FA/siRNA). Badania
przeprowadzono na nowotworowych komoérkach watroby linii SMMC-7721. Wykazano, ze
no$nik zawierajacy FA charakteryzowat si¢ lepsza efektywnos$cig transfekcji niz nosnik bez tej
czasteczki >2.Utleniony grafen moze znalez¢ rowniez zastosowanie w terapii genowej, w ktorej
efektywnos$¢ transfekcji jest kontrolowana za pomoca promieniowania z zakresu bliskiej
podczerwieni (NIR). Feng i wspolpracownicy zmodyfikowali powierzchni¢ utlenionego
grafenu za pomocg PEG i1 PEL. W swojej pracy oceniali efektywno$¢ transfekcji plazmidowego
DNA kodujacego biatko EFGR. Badania przeprowadzono na komoérkach nowotworu szyjki
macicy. Wykazano, ze uzycie promieniowania NIR zwigksza efektywno$¢ transfekcji w

kontrolowany sposob 2.
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Przedstawione przyktady obrazuja potencjalne zastosowanie GO w terapii genowej. Tak jak
w przypadku chemioterapii, dzigki zastosowaniu modyfikacji GO oraz promieniowania

mozliwe jest kontrolowane uwalnianie czgsteczek terapeutycznych do komorek.

3.4. Zastosowanie GO w terapii fotodynamicznej

Utleniony grafen mozna rowniez zastosowa¢ jako no$nik fotouczulaczy w terapii
fotodynamicznej (PDT, ang. photodynamic therapy). PDT polega na wprowadzeniu do komoérki
czasteczki fotouczulacza. Pod wptywem promieniowania fotouczulacz generuje reaktywne
formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species). Te z kolei doprowadzaja do stresu
oksydacyjnego i $mierci komoérki. Do przyktadowych fotouczulaczy mozna zaliczy¢ meso-

7. ftalocyjanine cynku (ZnPc) °* i sinoporfiryng sodowa

tetrafenyloporfiryne (TPP) !
(DVDMS) %, Yan i wspélpracownicy poréwnali cytotoksyczny efekt wolnej DVDMS i
DVDMS zwiazane] z utlenionym grafenem modyfikowanym PEG. Badania zostaly
przeprowadzone na komodrkach glejaka linii U87MG. W celu indukcji efektu
fotodynamicznego komorki z fotouczulaczem zostaty wystawione na dziatanie promieniowania
o dhugosci fali 630 nm. Fotouczulacz zwigzany z nosnikiem byt bardziej cytotoksyczny dla
komérek nowotworowych niz fotouczulacz niezwigzany z noénikiem °. Z kolei Dong i
wspoitpracownicy ocenili skutecznos¢ terapii PDT z wykorzystaniem ZnPC jako fotouczulacza
1 GO-PEG jako nos$nika. Otrzymany kompleks GO-PEG/ZnPC wprowadzono do
nowotworowych komorek piersi linit MCF-7 i poddano dziataniu promieniowania o dtugosci
fali 400nm. Bez zastosowania promieniowania zywotno$¢ komorek inkubowanych z GO-
PEG/ZnPC wynosita 85% zywotnoSci kontroli. Z kolei zastosowanie promieniowania obnizylo
zywotno$¢ komoérek inkubowanych z GO-PEG/ZnPC do 60% kontroli. Wyniki badah pokazaty,
ze utleniony grafen moze by¢ uzyty jako nosnik ftalocyjaniny cynku w terapii
fotodynamicznej >*.

Nasz zespot badawczy rowniez ocenial efektywno$¢ terapii fotodynamicznej z
wykorzystaniem GO jako nosnika. Utleniony grafen zostal zmodyfikowany
poli(winylopirolidonem) (PVP) oraz aminami. Do no$nika przylaczono niekowalencyjnie
fotouczulacz - meso-tetrafenyloporfiryng (TPP). Oceniono cytotoksycznos¢ zmodyfikowanego
GO zwigzanego z TPP oraz okres$lono efektywno§¢ TPP zwigzanego z zmodyfikowanym GO
jako fotouczulacza. Badania przeprowadzono na kokulturze prawidtowych 1 nowotworowych
komorek piersi (odpowiednio linie HMF 1 MCF-7). Komoérki hodowano w mikrosystemie typu
Cell-on-a-Chip w postaci monowarstwy 1 sferoidow. Zaproponowany komoérkowy model

badawczy lepiej odwzorowuje warunki in vivo niz standardowa monokultura hodowana w

31



postaci monowarstwy. Badania pokazaly, ze uzycie zmodyfikowanego GO jako nos$nika
zwigksza efektywno$§¢ PDT z uzyciem meso-tetrafenyloporfiryny. Ponadto wykazano, ze
hodowla sferoidow jest bardziej podatna na dziatanie GO-TPP niz monowarstwa komorek.
Nasze badanie wykazato zaréwno potencjal GO jako nosnika lekow w PDT jak i1 potrzebe
rozwijania modeli komérkowych bardziej zblizonych do warunkow in vivo, niz standardowa
hodowla w postaci monowarstwy. Dodatkowo, podjeto probe oceny wnikania GO zwigzanego
z TPP do komorek linii HMF 1 MCF-7. Nasz zesp6t badawczy jako dotychczas jedyny

przeprowadzit tego typu badania przy uzyciu mikrosystemow przeptywowych !’

3.5. Zastosowanie GO w teranostyce

Pod pojeciem teranostyka kryje si¢ koncepcja taczaca diagnostyke z jednoczesng terapia.
W kontek$cie nos$nikow lekéw oznacza to zwigzanie na jednym no$niku czasteczki
umozliwiajacej obrazowanie i czasteczki dzialajacej terapeutycznie. Dzigki duzej powierzchni
wlasciwej 1 mozliwosci modyfikacji powierzchni, utleniony grafen stal si¢ przedmiotem badan
wykorzystujacych podejscie teranostyczne. Nos$niki oparte na GO wykorzystywane do
jednoczesnego obrazowania i podania leku tacza wyzej wspomniane strategie terapeutyczne
(tzn. chemioterapie, terapi¢ genowsg, PTD) z technikami obrazowania takimi jak rezonans
magnetyczny (MRI) >®, tomografia komputerowa (CT), obrazowanie fotoakustyczne (PA) 7,
powierzchniowo wzmocniong spektroskopie Ramana (SERS) ® i obrazowanie
fluorescencyjne >°.

Zhang i wspolpracownicy ocenili mozliwosci GO-PEG modyfikowanego pentafluorkiem
gadolinu baru (BaGdFs) (GO-PEG-BaGdFs) jako platformy do jednoczesnego obrazowania
CT/MRI i terapii fototermicznej (Ryc. 5). Badania zostaty przeprowadzone na komorkach
nowotworu macicy linii HeLa oraz myszach. Wykazano, ze zarowno w badaniach in vitro jak 1
in vivo GO-PEG-BaGdF; dziatat jako czynnik kontrastujagcy w obrazowaniu CT/MRI. Ponadto
po zastosowaniu promieniowania o dtugos$ci fali 808 nm GO-PEG-BaGdFs wykazywat efekt

fototermiczny zaréwno w komoérkach HeLa jak i w guzie nowotworowym myszy °.
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Ryc. 12 Zasada dziatania nosnika GO-PEG-BaGdF5 w badaniach in vivo z wykorzystaniem myszy jako
modelu badawczego *° (PEG- poli(glikol etylenowy); PTT -terapia fototermiczng).

Chen i wspolpracownicy zmodyfikowali GO poli(winylopirolidonem) (PVP) oraz
nanoczastkami ztota optaszczonymi polianiling (Au@PANI). Uzycie nanoczastek ztota
umozliwitlo wykonanie obrazowania komorek, do ktorych wnikngl nosnik, z uzyciem
powierzchniowo wzmocnionej spektroskopii Ramana (SERS). Polianilina, charakteryzujaca
si¢ efektywna konwersja promieniowania na ciepto, zostala wykorzystana jako czynnik
fototermiczny. Ponadto do no$nika zostala dotaczona doskorubicyna (DOX). Badania
przeprowadzono na komorkach nowotworu piersi 4T1. Wykazano synergistyczne dzialanie
cytotoksycznego dziatania DOX 1 terapii fototermicznej z wykorzystaniem polianiliny.
Zaproponowany nosnik z dolgczonym lekiem umozliwit jednoczesne obrazowanie komorek za
pomocg SERS, kontrolowane uwalnianie doksorubicyny oraz wykazywat efekt fototermiczny

wzgledem komorek linii 4T1 3,

3.6. Utleniony grafen w medycynie — podsumowanie

Powyzsze badania pokazuja ogromny potencjal utlenionego grafenu. Dzigki duzej
powierzchni wlasciwej, tatwej funkcjonalizacji oraz zdolnosci konwersji promieniowania w
ciepto znalazt on potencjalne zastosowanie w chemioterapii oraz terapiach: genowe;,

fototermicznej, fotodynamicznej 1 terapiach kombinowanych. Ponadto, wykazano mozliwos¢
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kontrolowanego uwalniania czasteczek terapeutycznych z powierzchni GO dzigki
wykorzystaniu unikalnych cech $rodowiska komorki nowotworowej lub zewnetrznych
bodzcow takich jak promieniowanie z zakresu bliskiej podczerwieni czy pole magnetyczne. Do
utlenionego grafenu mozna réwniez dolaczy¢ czasteczki umozliwiajace obrazowanie w
technikach powierzchniowo wzmocnionej spektroskopii Ramana (SERS), rezonansu
magnetycznego (MRI) i tomografii komputerowej (CT). Mozliwe jest rowniez zwigzanie GO
z lekiem 1 jednoczesna modyfikacja powierzchni utlenionego grafenu czasteczka
umozliwiajgcg obrazowanie komorek. W przysztosci, zastosowanie takiego nosnika w terapii
pozwolitoby na jednoczesna diagnoze i leczenie tkanek/organéw dotknietych zmianami
chorobowymi. Jednym z wymogdéw projektowania efektywnych nosnikow lekow z
wykorzystaniem tlenku grafenu jest dogl¢bne poznanie procesu wnikania GO do komorek.
Pomimo wielu badan dotyczacych tej tematyki wiele kwestii zwigzanych z wnikaniem GO do
komoérek wymaga wyjasnienia. W nastepnym rozdziale niniejszej pracy dokonano

podsumowania dotychczasowej wiedzy na temat wnikania utlenionego grafenu do komorek.

4. Badania nad wnikaniem utlenionego grafenu do komoérek

Utleniony grafen wykazuje szerokie potencjalne zastosowanie jako nosnik lekow,
czynnikdw regulujacych ekspresje gendw Ilub czasteczek umozliwiajacych obrazowanie.
Jednak do tej pory zaden z zaproponowanych no$nikéw nie zostal wdrozony °%6!. Jest to
spowodowane lukami w wiedzy na temat biologicznych wlasciwosci utlenionego grafenu.
Szczegoblnie istotne jest kompleksowa ocena procesu wnikania GO do komodrek. Wnikanie
utlenionego grafenu do komorek jest procesem zaleznym od wielu czynnikow takich jak typ
komorek, wielko$¢ platkéw oraz modyfikacje powierzchni GO. Wplyw kazdego z tych
czynnikdw musi zosta¢ kompleksowo poznany, zanim utleniony grafen znajdzie realne
zastosowanie w biomedycynie. W ramach czg¢$ci literaturowej niniejszej pracy podsumowany
zostanie dotychczasowy stan wiedzy na temat wnikania GO do komorek z wyszczegodlnieniem

czynnikoéw ktore mogg wplywac na ten proces.

4.1. Endocytoza

Endocytoze uznaje si¢ za gldéwny mechanizm wnikania GO do komorek. Jest procesem
obejmujacym szereg szlakow, na drodze ktorych komoérka wcehtania sktadniki ze srodowiska
zewnetrznego. Glowny schemat endocytozy obejmuje: 1) Kontakt materialu z btong
komorkowa, 2) Oplaszczenie materiatu przez btong komorkowa, 3) Zamknigcie materialu w

pecherzyku transportowym. Z pecherzyka transportowego material trafia przez szereg
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btonowych struktur komorkowych (wczesny endosom, ciato wielopgcherzykowe, pozny
endosom) do lizosomu (Ryc.13) ®2. Material moze wydostaé sie z tego szlaku i przedostaé

bezposrednio do cytoplazmy ¢

Ciato

Wczesny/sortujacy . P6zny )
BI endosom [ wielopecherzykowe endosom Lizosom
ona \
komérkowa / / O\ .
0+ 0. 88
Pecherzyk :/‘.' - SN &
kierujacy I \\// T e\
()
&

Ryc. 13 Pecherzyki biorgce udzial w wewngtrzkomérkowym transporcie substancji

Wyrdznia si¢ rézne typy endocytozy: klatrynozalezna endocytoza (CME, ang. Clathrin-
Mediated Endocytosis), szybka endofilinozalezna endocytoza (FEME, ang. Fast Endophilin-
Mediated Endocytosis), endocytoza niezalezna od klatryny/zalezna od GEEC (CLIC/GEEC
ang. Clathrin independent carrier/ glycosylphosphatidylinositol-anchored protein enriched
early endocytic compartment), makropinocytoze i fagocytoze (Ryc.14) ®. Endocytoza za
posrednictwem kaweolin rowniez jest tradycyjnie proponowana jako mechanizm wnikania
wielu substancji. Jednak najnowsze genetyczne badania pokazuja, ze rola tego szlaku we
wchlanianiu substancji nie jest potwierdzona, a kaweoliny mogg bra¢ udzial w innych
mechanizmach endocytozy -6,

CME jest do tej pory najlepiej poznanym mechanizmem endocytozy. Jest obecna we
wszystkich typach komorek 1 jest gtowna droga, na drodze ktoérej komorka pobiera sktadniki
odzywcze. Domeny bogate w klatryne stanowig od 0,5-2% powierzchni komoérki. Po otoczeniu
materiatu przez pecherzyk odrywa si¢ on do btony komorkowej po jej wewnetrznej stronie za
posrednictwem dynaminy. Pecherzyk oplaszczony klatryng moze mie¢ do 100 nm co jest
réwnoczesnie gorng granicg wielkos$ci wchtanianych czastek. Jednak uwaza si¢, ze moga one
zwigkszy¢ swoje rozmiary, dzigki elongacji za posrednictwem aktyn. Umozliwialoby to
internalizacj¢ ta droga czasteczek wigkszych niz 100 nm. Elongacja pecherzykow moze jednak
spowolni¢ caty proces endocytozy zmieniajac jego kinetyke %

Endofilinozalezna endocytoza (FEME) jest szybko zachodzacym rodzajem endocytozy, w
ktorym formowanie pecherzykow transportujacych nastepuje w mniej niz 10 s. Jest procesem
niezaleznym od klatryny a czasteczka posredniczaca w tym rodzaju endocytozy jest dynamina.

FEME jest indukowana poprzez przylaczanie si¢ specyficznych ligandow do receptorow.
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Poznanymi czasteczkami wchlanianymi tym szlakiem sg transbtonowe receptory
odpowiadajace za migracje i przekazywanie sygnatow czynnikéw wzrostu. Pecherzyki
wytworzone w procesie endofilinozaleznej endocytozy (FEME) maja tubularny ksztatt, 60-80
nm $rednicy i kilkaset nanometrow dtugosci ¢

CLIC/GEEC jest rodzajem endocytozy niezaleznym ani od klatryny, ani od dynaminy.
Pecherzyki transportowe maja podobny ksztalt i wielkos$¢ jak w FEME. W odrdéznieniu od
FEME, nie jest to mechanizm indukowany wigzaniem ligandow. CLIC/GEEC bierze udziat
miedzy innymi w internalizacji receptora kwasu hialuronowego CD44 4.

Makropinocytoza odpowiada za wchtanianie czastek wigkszych niz 200 nm. Podczas tego
procesu btona komoérkowa otacza wypustkami porcje ptynu po zewngtrznej stronie komorki,
zamykajac wszystkie znajdujace si¢ w niej substancje. W formowaniu wypustek po zewnetrzne;j
stronie blony komorkowej bierze udziat aktyna. Nastgpnie btona komodrkowa powraca do
pierwotnego ksztaltu jednoczesnie pobierajac porcje ptynu do wnetrza komoérki. Po
wewnetrznej stronie btony formuje si¢ makropinosom otaczajacy pobrany material. Obecnos¢
tego mechanizmu w komorce jest zalezna od typu komoérki. Makropinocytoza moze by¢
procesem konstytutywnym (nie wymagajacym indukcji) lub indukowanym ligandami, np.
EGFR *.

Fagocytoza odpowiada za pobieranie czastek wigkszych niz 500 nm, jednak w niektorych
przypadkach moze pobieraé czastki o mniejszych rozmiarach. Wystepuje w
wyspecjalizowanych komorkach uktadu odpornosciowego oraz w niektdérych komodrkach nie
bedacych fagocytami. Jest procesem indukowanym przez polaczenie ligandu z receptorem.
Btona komoérkowa $cisle otacza fagocytowang czastke az do jej catkowitego optaszczenia i

uformowania fagosomu.
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Ryc. 14 Zestawienie réznych mechanizméw endocytozy ™
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4.2. Wnikanie GO do komorek ssaczych

Endocytoze uwaza si¢ za glowny mechanizm odpowiedzialny za wnikanie GO do komorek
ssaczych. Chatterje i wspolpracownicy ocenilo wnikanie GO z wykorzystaniem monowarstwy
nowotworowych komorek watroby HepG2. Ptatki GO miaty 40 nm S$rednicy. Mechanizm
wnikania oceniono za pomocg cytometrii przeptywowej i1 inhibitoréw endocytozy. Na
podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze utleniony grafen wnika do komoérek HepG2

glownie na drodze klatrynozaleznej endocytozy i makropinocytozy ¢

Huang i
wspotpracownicy wykorzystali powierzchniowo wzmocniong spektroskopi¢ Ramana (SERS)
oraz mikroskopi¢ konfokalng do badania wnikania GO do nowotworowych komorek szyjki
macicy linii Ca Ski. Utleniony grafen zostal zmodyfikowany nanoczastkami zlota, ktore
wzmacnialy sygnal analityczny w technice SERS. Dodatkowa modyfikacj¢ stanowit PEG
zapobiegajacy agregacji GO w roztworach. W celu okreslenia mechanizmu wnikania GO do
komorek uzyto inhibitoréw szlakéw endocytozy. Rowniez w tym przypadku stwierdzono, ze

glownym mechanizmem wnikania jest klatrynozalezna endocytoza ©

. Do podobnych
wnioskow doszli Wang i wspotpracownicy. Zbadali oni wnikanie GO modyfikowanego PEG i

PEI na komoérkach nowotworowych watroby HepG2, HuH7 oraz PLC/PRF/5 ¢,

4.3. Wplyw typu komorki na wnikanie GO

Badania przeprowadzone na réznych typach komorek wykazaty, ze droga wnikania GO
zalezy od typu komorek. Linares i wspolpracownicy ocenili wnikanie GO do trzech typow
komorek: nowotworowej linii migsaka osteogennego Saos-2, mysich makrofagéw biataczki
RAW-264.7 oraz nowotworu watroby HepG2. Do badan uzyto ptatkow utlenionego grafenu o
rozmiarach ok. 100 nm, ktoére bylo modyfikowane poli(glikolem etylenowym). Komorki linii
Saos-2 wchtaniaty GO na drodze makropinocytozy, natomiast do makrofagéw RAW 264.7 GO
wnikat na drodze makropinocytozy 1 klatrynozaleznej endocytozy. Fagocytoza nie byta
gldownym mechanizmem wnikania GO w przypadku makrofagdéw. Natomiast komorki HepG2
wchlanialy utleniony grafen za posrednictwem makropinocytozy, klatrynozaleznej endocytozy
1 fagocytozy. Ponadto ustalono, ze efektywnos$¢ wnikania GO rowniez zalezy od typu komorki.
Najwiecej GO wnikneto do komérek osteoblastow a najmniej do komoérek makrofagow °.
Roéznice w efektywnosci wnikania GO do osteoblastow i makrofagéw potwierdzily badania
przeprowadzone przez Matesanz i wspolpracownikow. Utleniony grafen inkubowano z
komorkami linii Saos-2, RAW-264.7 oraz linii mysich preosteoblastow MC3T3-E1. Ptatki GO
zostaty zmodyfikowany rozgal¢zionym i nierozgat¢zionym PEG a ich rozmiary wynosity

odpowiednio 190 nm i 95 nm. Komorki Saos-2 i MC3T3-E1 wykazaly si¢ wigksza
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efektywnoscia wnikania GO niz makrofagi RAW-264.7. Dodatkowo ustalono, ze na
efektywno$¢ wnikania GO do komorek miat wptyw stopien rozgatezienia PEG. Utleniony
grafen zmodyfikowany nierozgatgezionym PEG wnikal do komoérek z wigksza efektywnoscia
niz jego rozgaleziony odpowiednik ’!. Istnieja rowniez badania, w wyniku ktérych stwierdzono,
ze GO nie wnika do pewnych typéw komodrek. Z kolei na podstawie badan Yue i
wspoipracownikow mozna wywnioskowaé, ze istnieja linie komoérkowe, do ktérych GO nie
wnika. Analizowali oni wnikanie GO do komodrek mysich makrofagéw PM@, mysich
nowotworowych makrofagow J774A.1, mysich komorek raka ptuc LLC, ludzkich komorek
raka piersi MCF-7, komorek linii HepG2 oraz ludzkich komoérek nabtonka zyty pepowinowe;j
HUVEC. Oceniono dwie frakcje GO o réznych $rednich rozmiarach ptatkéw: 350 nm i 2000
nm. Utleniony grafen wniknat jedynie do komodrek makrofagow J774A.1 1 PM@. Nie udato si¢
zlokalizowaé¢ GO we wnetrzu komérek LLC, MCF-7, HUVEC i HepG2 7?. Wyniki tych badan
dotyczace linii HepG2 stoja w sprzecznosci z wynikami badan Chatterje i
wspotpracownikéw ¢7. Roznice we wnikaniu GO do réznych typéw komoérek zbadali rowniez
Chowdhury i wspolpracownicy. Badanym materiatem byly utlenione wstazki grafenowe (O-
GNR) modyfikowane PEG 1 1,2-distearoilo-sn-glicero-3-fosforyloetanoloaming (DSPE).
Rozmiar utlenionych wstazek grafenowych wynosit od 125 do 220 nm. Badania zostaty
przeprowadzone na komorkach MCF-7, komorkach nowotworu pluc A549, ptodowych
fibroblastach pluc MRCS5, nowotworze jajnika HeLa oraz plaskonablonkowym nowotworze
linii A431. O-GNR-PEG-DSPE wnikngto do komoérek HelLa 1 A431 na drodze
makropinocytozy 1 w mniejszym stopniu, klatrynozaleznej endocytozy. Nie zaobserwowano,
aby badany material wniknat do komérek linii A549, MCF-7 i MRCS5 7. Platki GO, ktére nie
wniknely do komoérki na drodze endocytozy moga ulega¢ adhezji na btonie komoérkowe;.
Lammel i wspolpracownicy zbadali oddzialywanie GO o rozmiarach 100-300 nm z komérkami
linii HepG2. Zdjgcia otrzymane przy pomocy transmisyjnego mikroskopu elektronowego
(TEM) nie potwierdzily wniknigcia GO na drodze endocytozy. Zaobserwowano natomiast
akumulacje ptatkéw GO na blonie komorkowej oraz przebijanie btony przez ptatki GO. Jest to
wynik odmienny od rezultatéw badan Chatterjee i wspotpracownikow 7, w ktorych GO wnikat
do komoérek HepG2 na drodze endocytozy. Jednak w obu badaniach zastosowano rézne metody
oceny wnikania GO do komorek, rézne stezenia GO oraz ptatki GO o réznych rozmiarach i
modyfikacjach powierzchni. Moze to by¢ przyczyng odmiennych wynikéw badan.
Oddziatywania utlenionego grafenu z btong komérkowa bez jej przenikania zaobserwowat Wu
i wspolpracownicy. Badania przeprowadzili na komoérkach nowotworu piersi linii MCF-7.

Czastki GO o rozmiarach 500-4000 nm nie przeniknety do wnetrza komorek. Ulegly adsorpcji
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na btonie, nakluwaty ja i oddziatujac z akwaporynami zwigkszaly przepuszczalno$¢ btony

komorkowe (Ryc.15) (72).
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Ryc. 15 Oddziatywanie GO z blong komérkowq i akwaporynami " (AQP — akwaporyny, mGO —

utleniony grafen mikrometrowych rozmiarow).

Whikanie utlenionego grafenu do komorek przeprowadzono z uzyciem roznych typoéw
komorek, np. osteoblastow, makrofagéw lub komorek nowotworowych pochodzacych z
réznych tkanek. W zaleznosci od typu komorki inkubowanej z GO, ptatki utlenionego grafenu
wnikaly przez btong komoérkowa na drodze endocytozy, przebijaly ja lub ulegaty adhezji po
zewnetrznej stronie btony komorkowej. W niektérych przypadkach nie stwierdzono zadnego
oddziatywania miedzy komérkami wybranymi do badan a utlenionym grafenem. W przypadku
niektorych linii otrzymano sprzeczne wyniki badan co moze by¢ rezultatem uzycia do
eksperymentow ptatkow GO o odmiennych rozmiarach i modyfikacji powierzchni. W celu
lepszego zrozumienia sposobu wnikania utlenionego grafenu do r6znych typoéw komorek oraz

cech komoérek wptywajacych na wnikanie GO nalezy prowadzi¢ dalsze badania. Ustanowienie
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jednego, standardowego protokotu dla badan wnikania GO do komorek utatwitoby

poréwnywanie wynikow uzyskanych przez rozne zespoly badawcze.

4.4. Wplyw rozmiaru platkéw GO na wnikanie do komoérek

Efektywnos¢ wnikania GO do komorek jest skomplikowanym procesem zalezacy od wielu
czynnikow. Jednym z najwazniejszych jest rozmiar ptatkéw utlenionego grafenu. Rozmiar
ptatkow ma wptyw na mechanizm endocytozy, na drodze ktéorego GO wnika do komorek. Na
przyktad fagocytoza zachodzi dla czastek wigkszych niz 500 nm, podczas gdy klatrynozalezna
endocytoza preferuje wnikanie czastek o rozmiarach ok. 100 nm. Wielko$¢ ptatkow GO moze
mie¢ réwniez wplyw na efektywno$¢ wnikania utlenionego grafenu do komorek.

Tu i wspolpracownicy przeprowadzili badania nad wptywem rozmiardéw platkow oraz
fadunku powierzchniowego na wnikanie GO do komdrek MCF-7. Oceniono frakcje GO o
trzech réznych $rednich rozmiarach ptatkow: 200, 550 1 1000 nm. Dodatkowo kazda frakcja
GO zostata zmodyfikowana trzema réznymi czasteczkami W te sposob, w obrebie kazdej
frakcji otrzymano trzy grupy GO o réznych tadunkach powierzchniowych. Zerowy tadunek
zostat uzyskany poprzez modyfikacje powierzchni GO rozgalezionym poliglicerolem (hPG).
Ladunki dodatni i ujemny zostat uzyskany poprzez modyfikacje¢ GO przy pomocy hPG
potaczonego odpowiednio z grupami aminowymi i sulfonowymi. Do kazdej probki
przytaczono réwniez znacznik fluorescencyjny umozlwiajacy pomiar efektywnosci wnikania.
Oceniono wnikanie GO przy pomocy cytometrii przeptywowej. Najwigksza frakcja GO
wnikala na drodze fagocytozy niezaleznie od tadunku. Mniejsze, pozytywnie natadowane
frakcje wnikaty na drodze klatrynozaleznej endocytozy. Mate, negatywnie natadowane
czasteczki wnikaty do wnetrza komorek za posrednictwem receptorow sulfonowych. Probki o
zerowym ladunku nie wnikngty do komorek. Okreslono wzajemng zalezno$¢ tadunku i
rozmiaru ptatkéw GO na efektywno$¢ wnikania. Efektywnos¢ wnikania probek natadowanych
dodatnio nie zalezata od rozmiarow. Natomiast w przypadku probek natadowanych dodatnio

efektywnoéé wnikania rosta wraz ze zwiekszaniem si¢ rozmiaru platkow (Ryc.16) 7.
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Ryc. 16 Zaleznos¢ efektywnosci wnikania GO do komorek od rozmiaru ptatkow dla A) utlenionego
grafenu modyfikowanego grupami sulfonowymi (GS) B) utlenionego grafenu modyfikowanego aminami
(L, M, S — ptatki o sredniej wielkosci wynoszqgcej odpowiednio 200, 550 i 1000 nm; IDCC - kwas 1,1'-
bis(4-sulfobutylo)indodikarbocyjanino-5-karboksylowy, znacznik fluorescencyjny )”.

Podobng zalezno$¢ zaobserwowano dla ludzkich makrofagow THP-1. Mendes i
wspolpracownicy inkubowali GO o réznych rozmiarach ptatkéw z makrofagami linii THP-1.
Frakcje GO mialy rozmiary 46, 277 1 453 nm. Przy pomocy mikroskopii elektronowe;j
zaobserwowano, ze efektywno$¢ wnikania wzrastata wraz ze wzrostem wielkosci platkow 7°.
Odmienny trend zostat zaobserwowany w mysich mioblastach linii C2C12. Otrzymano dwie
frakcje GO modyfikowanego albuming bydleca (BSA, ang. bovine serum albumin) 1 z
dolaczonym wskaznikiem fluorescencyjnym o réznych wielkos$ciach ptatkéw: 160-680 nm i
490-1230 nm. Mniejsze czastki byly internalizowane za posrednictwem CME, wigksze byty

poddane fagocytozie. Ptatki o mniejszych rozmiarach wnikaty do komorek efektywniej niz
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wigksze ptatki 7. Do podobnych wnioskow doszedl Li i wspéipracownicy w przypadku
komorek watroby. Ocenili wnikanie GO o rozmiarach platkow 12-170 nm i 240-926 nm do
mysich komorek watroby KUPS 1 Hepa 1-6 oraz do ludzkich komorek watroby linii LSEC.
Mniejsze ptatki wniknelty do wszystkich linii za posrednictwem CME. Wigksze natomiast
ulegly fagocytozie i zostaty wchioniete przez komorki KUPS. W dwoch pozostatych liniach nie
zauwazono internalizacji duzych ptatkow GO. Zamiast tego ulegly one adsorpcji na blonie
komorkowej. Podobnie jak w poprzednim przyktadzie, mniejsze ptatki wnikaty z wigksza
efektywnosécia ’®. Proces wnikania utlenionego grafenu do komoérek oceniono réwniez na
makrofagach linii J774A.1. Otrzymano 3 frakcje GO rézniace si¢ rozmiarami: 50-350 nm, 350-
750 nm 1 750-1300 nm. Utleniony grafen zostal zmodyfikowany albuming bydlecg (BSA) i
znacznikiem fluorescencyjnym. Rowniez w tym przypadku wraz ze wzrostem rozmiarOw
ptatkdw malata efektywnos$¢ wnikania. Duze ptatki GO (750-1300 nm) zostaty lokalizowane
glownie na blonie komdrkowej 7°. Wigksza efektywno$¢ wnikania mniejszych platkow GO
zauwazyli rowniez Russier i  wspolpracownicy. Badania przeprowadzone na
monocytopochodnych makrofagach hMDM 1 mysich makrofagach mIPM. Platki GO o
$rednich rozmiarach 130 nm wnikaty do komorek z wigksza efektywnos$cig niz ptatki o §redniej
wielkoéci 1320 nm .

Wielkos¢ ptatkow utlenionego grafenu moze mie¢ wplyw na mechanizm wnikania GO do
komorek. Platki o rozmiarach wigkszych niz kilkaset nanometrow moga wnika¢ na drodze
fagocytozy, podczas za wnikanie mniejszych ptatkow odpowiedzialne sg inne mechanizmy, np.
klatrynozalezna endocytoza. Na podstawie wynikéw dotychczasowych badan mozna
stwierdzi¢, ze w wielu przypadkach wraz ze wzrostem wielkos$ci ptatkow maleje efektywnos¢
wnikania GO do komorek. Nalezy jednak pamigtac, ze wielko$¢ platkow nie jest jedynym

parametrem majacym wptyw na efektywno$¢ wnikania GO do komorek.

4.5. Wplyw modyfikacji powierzchni GO na wnikanie do komoérek

Powierzchnia ptatka utlenionego grafenu sktada si¢ z hydrofilowych domen bogatych w
grupy tlenowe oraz hydrofobowych domen pierscieni aromatycznych. Dzieki temu utleniony
grafen moze by¢ modyfikowany zaréwno kowalencyjnie jak i niekowalencyjnie. Czasteczki
modyfikujace powierzchni¢ grafenu moga zmieniac¢ jego tadunek powierzchniowy, zapobiegac
agregacji 1 oddzialywa¢ z receptorami obecnymi na btonie komoérkowej. Modyfikacja
powierzchni GO jest kluczowym parametrem wptywajacym na proces wnikania GO do
komoérek. W uprzednio wspomnianych badaniach Tu i wspolpracownikow, modyfikacja

powierzchni GO zmienila jego tadunek powierzchniowy i wplyneta na proces jego wnikania
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do komérek nowotworu piersi linii MCF-7 7. Luo i wspotpracownicy zbadali wplyw trzech
modyfikacji powierzchni na efektywnos$¢ wnikania GO do komoérek. GO pokryto albuming
bydleca (BSA), poli(etyloiming) (PEI) i poli(glikolem etylenowym) (PEG). Badania
przeprowadzono na komoérkach makrofagdéw linii PM@ i nowotworowych makrofagéw linii
J774.A1. Modyfikacja powierzchni BSA i PEG obnizata efektywno$¢ wnikania w pordwnaniu
do niezmodyfikowanego GO i PEI 8. W rozdziale po$wieconym zastosowaniu utlenionego
grafenu jako nosnik lekow, omdéwiono w jaki sposéb mozna zwigkszy¢ efektywnos¢ wnikania
GO do komorek, dzigki modyfikacji powierzchni ptatka. Dolaczenie do GO czasteczek
bedacych ligandami komérkowych receptoréw btonowych zwigksza efektywno$¢ zachodzenia
endocytozy mediowanej przez te receptory. Przykladami takich czasteczek sa kwas
hialuronowy *° i mannoza .

Utleniony grafen moze ulega¢ rowniez samorzutnej modyfikacji, bedacej wynikiem jego
kontaktu z plynami ustrojowymi organizmu zywego. Wprowadzone do organizmu ptatki GO
sg wystawione na dziatanie substancji obecnych w ptynach ustrojowych takich jak krew, ptyn
ptucny lub soki trawienne. Zawarte w ptynach ustrojowych czasteczki moga modyfikowaé GO
83 Modyfikacja GO przez sktadniki plynoéw ustrojowych moze przejawiaé¢ si¢ w zmianach
strukturalnych ptatka GO lub adsorpcji czasteczek na jego powierzchni (Ryc.17). Pod wpltywem
enzymow zawartych w ptynach ustrojowych mozliwa jest degradacja szkieletu weglowego
ptatka utlenionego grafenu lub redukcja grup funkcyjnych na jego powierzchni. Dodatkowo
bialka i inne sktadniki osocza mogg ulega¢ adsorpcji na platku GO. Modyfikacja GO przez

sktadniki ptynow ustrojowych mogg mie¢ wplyw na efektywnos¢ wnikania GO do komorek.

43



Enzymy obecne w

ptynie biologicznym

Ryc. 17 Biotransformacja materiatu in vivo: adsorpcja biologicznie aktywnych czgsteczek (gora).

Degradacja strukturalna materiatu (dot) **.

Renero-Lecuna i wspoipracownicy zmodyfikowali GO biatkami surowicy symulujac
formowanie biatkowej korony (ang. protein corona) na powierzchni ptatka. Na podstawie zdjec¢
TEM stwierdzono, ze biatka surowicy mogg posredniczy¢ we wnikaniu GO do komorek
HeLa %. Innymi sktadnikami surowicy mogacymi posredniczyé we wnikaniu GO do komérek
sg lipoproteiny. Alnasser i wspolpracownicy zbadali role lipoprotein Apo-Al we wnikaniu
grafenu do ludzkich embrionalnych komorek nerek HEK-293T charakteryzujacych sig
nadekspresja receptoréw lipoprotein Apo-Al. Rozmiar platkéw grafenu wynosit ok. 300 nm.
Ptatki grafenu inkubowano z komoérkami HEK-293T w ludzkiej surowicy z i bez dodatku
lipoprotein kompetytywnych do Apo-Al. Efektywnos¢ wnikania oceniono przy pomocy
cytometrii przeptywowej i Ramanowskiego mikrospektroskopowego mapowania XY. Badania
wykazaly, ze lipoproteina Apo-Al posredniczy w procesie wnikania grafenu do badanych
komorek. Chociaz badanie dotyczyto grafenu a nie jego utlenionej formy, zwraca ono uwage
na znaczenie sktadnikow ludzkiej surowicy w wnikaniu materiatéw grafenowych do komorek
86 Powyzsze badania pokazaly, ze sktadniki ptynéw biologicznych mogg mieé pozytywny
wplyw na efektywnos$¢ wnikania GO do komorek. Jednakze badania innych grup badawczych

wskazujg na to, ze modyfikacja GO sktadnikami ptyndéw ustrojowych moze hamowa¢ wnikanie
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GO do komorek. Qi i wspolpracownicy zbadali efekt modyfikacji GO przez sktadniki ptynu
ptucnego na wnikanie do makrofagdéw J774A.1. Utleniony grafen byt inkubowany w dwoch
analogach naturalnego ptynu plucnego: sztucznym ptynie ptucnym (ALF, ang. artificial lung
fluid) oraz roztworze Gamble’a. Badanie wykazato cze¢sciowa redukcje grup tlenowych pod
wplywem obu roztwordéw. Ponadto inkubacja GO zarowno w ALF jak i w roztworze Gamble’a
hamowata wnikanie GO do komoérek. Utleniony grafen inkubowany z ALF ulegl adsorpcji na
btonie komorkowej. GO inkubowany z roztworem Gamble’a w ogdle nie wykazywat interakcji
z komorkami. GO nie ulegajacy biotransformacji zostat zlokalizowany w cytoplazmie
komoérek 3. Z kolei Guarnieri i wspélpracownicy zasymulowali biotransformacje GO w sokach
trawiennych. Badania zostaty przeprowadzone na nowotworowej linii jelita grubego Caco-2.
Zaobserwowano zahamowanie wchianiania GO do komorek prawdopodobnie ze wzglgdu na
agregacje utlenionego grafenu w sokach trawiennych . Hu i wspélpracownicy zbadali
zjawisko biotransformacji utlenionego grafenu w ludzkim osoczu pochodzacym od 102
donoréw. Zaobserwowali zarowno zmiany w strukturze badanego materiatu jak i adsorpcje
komponentow osocza na ptatkach GO. Zaréwno GO inkubowany z surowicg jak 1
nieinkubowany z surowicg ludzka wniknat do komoérek ludzkich zarodkowych fibroblastow
phuc linii HELF. Nie udato si¢ ilosciowo poréwnac¢ efektywnosci wnikania jednak zauwazono,
ze biotransformacja ma znaczacy wplyw na obnizenie cytotoksycznoéci GO *%,

Modyfikacja powierzchni utlenionego grafenu znaczaco wpltywa na przebieg procesu
wnikania GO do komorek. Czasteczkami modyfikujagcymi moga by¢ polimery, biatka oraz
ligandy receptoréw btonowych komorek. Szczegdlnym rodzajem modyfikacji GO jest ta
zachodzaca samorzutnie w plynach ustrojowych organizmu zywego. Skiadniki sokow
trawiennych, ptynu ptucnego lub osocza krwi moga przyczynia¢ si¢ do defektow weglowego
szkieletu ptatka GO lub ulega¢ adsorpcji na jego powierzchni. Doglebna ocena modyfikacji GO
zachodzacych in vivo jest bardzo wazne w konteks$cie biomedycznych zastosowan GO jako

nos$nika lekow, kwasow nukleinowych 1 czynnikéw umozliwiajgcych obrazowanie.

5. Podsumowanie

Utleniony grafen jest pochodng grafenu posiadajaca grupy tlenowe. Dzigki jednoczesnej
obecnos$ci tych grup oraz wystepowaniu domen hydrofobowych na powierzchni ptatka,
utleniony grafen moze by¢ modyfikowany kowalencyjnie i niekowalencyjnie. Dodatkowo
posiada duzg powierzchni¢ wiasciwg. W rezultacie GO posiada potencjalne zastosowanie w
medycynie. Do tej pory zaproponowano wiele no$nikdw zaprojektowanych w oparciu o GO,

ktére moglyby zosta¢ wykorzystane w chemioterapii, terapii genowej, terapii fotodynamicznej
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oraz w terapiach kombinowanych. Kontrolowane uwalnianie lekow z no$nikow GO uzyskuje
si¢ poprzez wykorzystanie réznic $rodowiskowych pomiedzy tkankami prawidtowymi i
chorobowymi albo poprzez wykorzystanie zewngtrznego promieniowania lub pola
magnetycznego dziatajacego w miejscu wystepowania komorek chorobowych. Utleniony
grafen zmodyfikowany czynnikami wrazliwymi na zmian¢ pH lubo podwyzszone stezenie
glutationu bedzie efektywnie uwalniat lek tylko w srodowisku nowotworowym. Inng strategia
kontrolowanego uwalniania lekoéw bedzie modyfikacja GO ligandami wybranych receptorow.
Niektore komorki nowotworowe charakteryzuja si¢ zwiekszong liczbg receptoréw kwasu
foliowego (FA) lub hialuronowego (HA) na swojej powierzchni. Modyfikacja utlenionego
grafenu czasteczkami FA lub HA zwigkszy efektywno$¢ dostarczania lekéw do komorek
nowotworowych. Z kolei dotagczenie do GO nanoczastek magnetycznych zwigkszy akumulacje
no$nika 1 leku w miejscu poddanym dzialaniu pola magnetycznego. Zaproponowano réwniez
wykorzystanie GO jako no$nika fotouczulaczy w terapii fotodynamicznej (PDT). Utleniony
grafen mozne réwniez zosta¢é wykorzystany w nosnikach wykorzystujacych podejscie
teranostyczne. Dotaczenie do GO czasteczki umozliwiajacej obrazowanie oraz leku umozliwi
jednoczesng detekcje zmiany chorobowej 1 uwalnianie leku do komodrek chorobowych.
Pomimo, szerokiego potencjalnego zastosowania w medycynie, zaden z zaproponowanych
no$nikow zaprojektowanych w oparciu o GO nie znalazt rzeczywistego zastosowania. Jest to
wynikiem niewystarczajacej wiedzy na temat biologicznych wiasciwosci GO, w szczegdlnosci
na temat procesu jego wnikania do komoérek. Do tej pory przeprowadzono wiele badan w celu
poznania tego procesu. Chociaz rezultaty tych badan nie sg jednoznaczne uwaza si¢, ze
gtownym mechanizmem wnikania GO do komorek jest endocytoza. Wyszczegdlnia si¢ rdzne
rodzaje endocytozy: klatrynozalezna endocytoza, endofilinozalezna endocytoza, endocytoze
niezalezng od klatryny/zalezna od GEEC, makropinocytoz¢ oraz fagocytozg. Mechanizm oraz
efektywnos$¢ wnikania GO do komorek zalezy od typu komorki. Dodatkowo na przebieg
wnikania oraz jego efektywnos$¢ maja wplyw wielko$¢ ptatkoéw utlenionego grafenu oraz
modyfikacja powierzchni GO. Wyniki wigkszo$ci badan §wiadcza o tym, ze im mniejsze ptatki,
tym bardziej efektywne wnikanie GO do komodrek. Wraz ze wzrostem wielkosci ptatkow rosnie
prawdopodobienstwo ich adhezji po zewnetrznej stronie btony komodrkowej. Efektywnosc
wnikania GO do komoérek mozna zmieni¢ poprzez modyfikacje GO czasteczkami, ktore
zmieniaja jego tadunek powierzchniowy, zapobiegaja agregacji lub sg ligandami receptorow
odpowiedzialnych za procesy endocytozy. Czasteczkami takimi sg polimery, biatka oraz
czasteczki takie jak kwas hialuronowy lub mannoza. Modyfikacja GO moze réwniez zachodzi¢

pod wptywem czynnikdw zawartych w ptynach ustrojowych, takich jak ptyn phlucny, soki
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trawienne i surowica krwi. W wyniku kontaktu ze sktadnikami ptynow ustrojowych moze dojs¢
do powstawania defektow w strukturze ptatka GO oraz adsorpcji czasteczek na powierzchni
ptatka.

Pomimo wielu badan, ktore dostarczyly informacji na temat wnikania GO do komorek
dalsze badania s3 wymagane w celu doglebnego poznania tego procesu. Platki utlenionego
grafenu uzyte do badan przez poszczegdlne grupy badawcze rdznig si¢ wielkoscig platkow,
uzytymi modyfikacjami ptatkow. W rezultacie dochodzi do sprzecznych wynikéw badan
dotyczacych wnikania GO do komorek. Ponadto nalezy wtozy¢ jeszcze wiele pracy w poznanie
wplywu samorzutnych modyfikacji GO w ptynach ustrojowych na efektywnos$¢ wnikania GO
do komorek. Jest to szczegdlnie wazne w konteks$cie zastosowan utlenionego grafenu jako
no$nika lekow. Nalezy rowniez zwrdci¢ uwage na fakt, ze wszystkie badania zostaly
przeprowadzone na monokulturach komoérek hodowanych w postaci monowarstwy w
makroskali. Jest to model komoérkowy, ktory nie odwzorowuje warunkow in vivo. W celu
doglebnego poznania natury oddziatywan GO-komorka istotne jest przeprowadzenie badan z
wykorzystaniem modeli komoérkowych wierniej odtwarzajacych $rodowisko organizmu

Zywego.
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I1. Czes¢ doswiadczalna

1. Cel pracy

Grafen otrzymany w 2004 roku przez Andre Geim’a i Konstantina Novoselova wzbudzit
natychmiastowe zainteresowanie w wielu dziedzinach nauki 3°°!. Utleniony grafen jest jedna
z pochodnych grafenu, ktéra charakteryzuje si¢ obecno$cig grup tlenowych, m.in. grup
hydroksylowych i1 karboksylowych, dotagczonych do szkieletu weglowego. W porownaniu do
grafenu, utleniony grafen wykazuje wigcksza biokompatybilnos¢ i stabilnos¢ w roztworach
wodnych. Ponadto, jest stosunkowo tatwy w funkcjonalizacji, zarowno kowalencyjnej jak i

5. Dzieki tym wlaéciwosciom utleniony grafen znalazt potencjalne

niekowalencyjnej
zastosowanie w biologii i medycynie jako no$nik lekow, czynnik wykorzystywany w
obrazowaniu oraz terapiach przeciwnowotworowych 2. Jednym z najwazniejszych etapow
oddziatywan materiat-komorka jest proces internalizacji materiatu do komoérek. Bez doktadne;j
oceny tego zjawiska oraz wiedzy jakie parametry wplywaja na jego przebieg, nie mozna
projektowaé skutecznych nosnikow lekéw, czynnikdbw do obrazowania 1 terapii
przeciwnowotworowych z wykorzystaniem danego materiatu. Niestety pomimo wielu badan,
obecnie zaden no$nik lekdw ani terapia z uzyciem utlenionego grafenu nie przeszta etapu badan
przedklinicznych. Zwigzane jest to m.in. z luka wiedzy dotyczacej zjawiska wnikania
utlenionego grafenu do komorek. Trudnosci ze sformutowaniem jednoznacznych wnioskow
zwigzane s3 z roznicami w fizykochemicznych wlasciwos$ciach badanego GO oraz w
réznigcych si¢  warunkach przeprowadzanych badan. Ponadto, wigkszo$¢ testow
wykonywanych jest w warunkach standardowej hodowli in vitro, ktora nie uwzglednia

specyfiki proceséw zachodzacych in vivo.

Celem niniejszej pracy, majacej charakter badan podstawowych, bylo pozyskanie
wiedzy na temat wnikania utlenionego grafenu do komorek ssaczych. W wyniku badan
oceniono efektywnosci wnikania utlenionego grafenu (GO) do komorek ssaczych w zaleznosci
od wielkosci platkow GO, jego kontaktu z surowicg ludzka, typu komorki (komorki
nabtonkowe/§rodbtonkowe/fibroblasty, nowotworowe/prawidtowe) oraz rodzaju hodowli
komorkowej (hodowla standardowa/mikrosystemy Cell-on-a-chip, hodowla
statyczna/przeptywowa). Wedle obecnej wiedzy literaturowej, w niniejszej pracy po raz
pierwszy dokonano jednoczesnej oceny wpltywu wymienionych wyzej parametréw na

efektywno$¢ wnikania utlenionego grafenu do komorek ssaczych.
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Niniejsza praca doktorska miata na celu znalezienie odpowiedzi na nast¢pujace pytania:

o (Czy wielko$¢ ptatkéw utlenionego grafenu ma wptyw na efektywnos$¢ jego wnikania do
komorek ssaczych?

e (Czy kontakt utlenionego grafenu z surowicg ma wptyw na jego efektywnos¢ wnikania do
komorek ssaczych?

e (zy efektywno$¢ wnikania utlenionego grafenu do komorek ssaczych zalezy od typu
komorek?

e Jaka jest wewnatrzkomodrkowa lokalizacja utlenionego grafenu po wnikni¢ciu do komorek?

Ponadto, w ramach niniejszej pracy, dokonano pierwszej proby oceny wnikania
utlenionego grafenu do komorek z uzyciem modelu komérkowego opartego o technologi¢ Cell-
on-a-Chip. Uzyskane wyniki przyczynity si¢ do zdobycia informacji pomagajacych w lepszym
zrozumieniu zjawiska internalizacji utlenionego grafenu do komorek ssaczych w warunkach

blizszych warunkom in vivo niz standardowo wykorzystywane metody hodowli komorkowych.

2. Materialy i metody badan

2.1. Charakterystyka fizykochemiczna, frakcjonowanie oraz przygotowanie probek

Aparatura

e Spektroskop Ramana (Nicolet Almega);

e Analizator elementarny CHNS (VARIO EL III);

e Spektroskop FTIR (Nicolet iS5);

e Analizator czastek (Zetasizer Nano ZS);

e Skaningowy mikroskop elektronowy (Carl Zeiss Auriga 60);
o Wytrzasarka (Biosan);

e  Wirowka Universal 320R (Hettich);

e Waga analityczna (Metler Toledo).
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Odczynniki

e Surowica ludzka (BIOWEST, ang. Human Serum AB male);
e Sterylna woda;

e Izotiocyjanian fluoresceiny FITC (Sigma Aldritch);

e Poli(winylopirolidon) (PVP) (Sigma Aldritch).

Drobny sprzet laboratoryjny
e Filtry strzykawkowe (Whatman, Filtrakon).
Frakcjonowanie i przygotowanie probek

Zawiesing utlenionego grafenu uzyskano z Laboratorium Grafenowego, Wydzialu
InZynierii Chemicznej i Procesowej, Politechniki Warszawskiej. Poszczegolne frakcje, rozniace
si¢ wymiarami platkow otrzymano na drodze filtracji. Zawiesing poczatkowa utlenionego
grafenu o stezeniu ok. 5 mg/ml pobrano do strzykawki i przepuszczono przez filtr
strzykawkowy zgodnie ze schematem (Ryc.18). Podczas etapu I zastosowano filtr o rozmiarach
poréw wynoszacych 1000 nm. Osad odzyskano z filtra wymywajac go sterylnag woda z
zastosowaniem odwroconego przeplywu i oznaczono jako frakcje 4 (GO4). Filtrat zebrano i
filtrowano przez filtr 800 nm. Etapy II i III przeprowadzono w sposéb analogiczny z
wykorzystaniem filtrow o rozmiarach poréw wynoszacych 800 i1 220 nm. Uzyskane osady
oznaczono kolejno jako frakcja 3 (GO3) oraz frakcja 2 (GO2). Filtrat otrzymany w Etapie 111
oznaczono jako frakcje 1 (GO1). Wszystkie frakcje wirowano (9600 rpm, 0,5 h). Osady
zwazono 1 zawieszono w sterylnej wodzie doprowadzajac zawiesing kazdej frakcji do st¢zenia
1 mg/ml. W celu poprawy stabilnosci prébek w roztworach wodnych, zmodyfikowano je
niekowalencyjnie poli(winylopirolidonem) (PVP). Dodatkowo, probki uzyte w badaniach
efektywnosci wnikania 1 lokalizacji wewnatrzkomorkowej, kowalencyjnie zmodyfikowano

izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) !7.
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Etap | Etap I Etap lll
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4

Filtr Filtr q Filtr q
1000nm Frakeja 4 800nm Frakcja 3 220nm Frakcja 2
(0sad) (osad) (osad)
Filtrat | Filtrat 1l Frakcja 1
(zawiesina)

Spodziewane rozmiary ptatkdw: Frakcja 4 > Frakcja 3 > Frakcja 2 > Frakcjal

Ryc. 18 Schemat procedury frakcjonowania zawiesiny utlenionego grafenu.

Okreslenie rozmiarow platkow dla poszczegdlnych frakcji

Potencjal zeta i rozktad wielkosci czastek poszczegoélnych frakcji GO zmierzono z
wykorzystaniem techniki dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS, ang. dynamic light
scattering). DLS jest szybka 1 wygodna metoda do wstepnej oceny efektywnosci uzytej metody
frakcjonowania, jednak zaprojektowana jest z mys$la o czastkach sferycznych. W zwigzku z tym
przeprowadzono dodatkowe pomiary wielkosci platkow z wykorzystaniem skaningowej
mikroskopii elektronowej (SEM, ang. scanning electrone microscopy). Otrzymano zdjecia
kilkudziesigciu ptatkow z kazdej frakcji. Platki zwymiarowano przy pomocy programu ImageJ.

Wielkos$¢ poszczegdlnych platkéw wyrazono jako dlugo$é najwigkszego wymiaru ptatka.

Inkubacja 7 surowicq ludzkq

Z frakcji GO2 1 GO4 wydzielono probki do inkubacji z komercyjnie dostgpng ludzka
surowicag krwi. W tym celu kazda probke utlenionego grafenu zmieszano z 4-krotnym
nadmiarem surowicy krwi ¥, Probki umieszczono na wytrzasarce bez dostepu do $wiatta i
inkubowano przez 6 dni. Nastepnie, zawiesing odwirowano (9500 rpm, 0,5 h). Osad
zawieszono w sterylnej wodzie, doprowadzajac zawiesing kazdej frakcji do stgzenia 1 mg/ml.
Otrzymane probki oznaczono odpowiednio GO2B i GO4B. Dodatkowo, identyczng procedure
zastosowano dla wyj$ciowej mieszaniny utlenionego grafenu. Ta probka zostata wykorzystana

do fizykochemicznej charakteryzacji badanego materiatu inkubowanego z ludzka surowicg.
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Charakterystyka fizykochemiczna

Zawiesine wyjsciowg inkubowang 1 nieinkubowang z ludzkg surowica scharakteryzowano

z wykorzystaniem spektroskopii FTIR, spektroskopii Ramana oraz analizy elementarne;.

2.2. Hodowla komorkowa

Linie komorkowe

e A549 — ludzka linia komorkowa gruczolakoraka pluc (American Type Culture Collection,
ATCO);

e LL-24— ludzkie fibroblasty wyizolowane z tkanki plucnej (American Type Culture
Collection, ATCC);

e HUVEC - ludzka linia komoérkowa nablonka zyly pepowinowej (Lonza, Szwajcaria);
Aparatura

e Inkubator HERA-Cell 150 (Thermo Scientific);

e Wiréwka Universal 320R (Hettich);

e Komora laminarna Lamil 10 (Karstulan Metalli OY);
e Mikroskop odwrécony (Olympus IX 71).

e Pompa perystaltyczna (Ismatec)
Drobny sprzet laboratoryjny

e Plytki do liczenia gestosci zawiesiny komorkowej z komorg Thoma (Brand);
e Butelki do hodowli komorkowe;j (Sarstedt);

e Plytki wielodotkowe (Grainer);

e Pipety serologiczne, pipety Pasteura, falkony, ependorfy (Nest).

Odczynniki

e Buforowana sdl fizjologiczna (PBS) (Sigma Aldrich);

e TrypleExpress™ (Life Technologies);

e Podstawowe medium hodowlane — McCoy’s 5a (Sigma Aldrich);

e Podstawowe medium hodowlane — (DMEM, ang. Dulbecco Essential Medium Eagle),
(Sigma Aldrich);

e Podstawowe medium hodowlane — EGM-2, (ang. Endothelial Cell Growth Medium)

(Promocell);
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¢ Suplement do medium EGM-2 (Promocell);

e Plodowa surowica bydleca, FBS, ang. Fetal Bovine Serum (Gibco);
e Penicylina/Streptomycyna (Sigma Aldrich);

e [-glutamina (Sigma Aldrich).

Rutynowa hodowla komorkowa
Sktady mediow hodowlanych dla poszczegolnych linii:

e Medium hodowlane komoérek A549: 88%yy DMEM, 10%y~ FBS, 1% vy antybiotyki —

Penicylina i1 Streptomycyna, 1%y L-glutamina (Sigma Aldrich);
e Medium hodowlane komoérek LL-24: 84%y, McCoy’s 5a, 15%v~ FBS, 1%y antybiotyki —

Penicylina i Streptomycyna;

e Medium hodowlane komérek HUVEC: EGM-2, 1 fiolka suplementu dostarczana przez

producenta;

Objetoéci podane w protokole dotycza hodowli w butelce o powierzchni wzrostu 25 cm?.
Komorki pasazowano po przekroczeniu 70% konfluencji. W tym celu, z butelki hodowlane;j
usuwano zuzyte medium. Komorki przemywano roztworem PBS (1X). Nastepnie, do butelki
hodowlanej dodawano 1 ml roztworu TrypleExpress™. Komorki inkubowano w inkubatorze
(37°C, 5% CO2), monitorujac stopien odklejenia komorek przy pomocy mikroskopu
optycznego. W zaleznosci od linii komoérkowej pelne odklejenie komorek trwato od 3-15 min.
Nastepnie, w celu neutralizacji dzialania TrypleExpress™, do butelki dodawano 2 ml §wiezego
medium. Polow¢ zawiesiny komorkowej przenoszono do nowej butelki hodowlanej 1
uzupelniano ok. 5 ml $wiezego medium. Drugg potoweg, wykorzystywano do testow (opis

ponizej) lub bankowano.
Wysiewanie komdrek na plytki testowej

Zawiesing komorkowa otrzymang w trakcie rutynowego pasazu przenoszono do
probowki typu falkon (15 ml) i wirowano przy nastepujacych parametrach:
e 2000 rpm, 3 min dla komorek A549
e 1000 rpm, 5 min dla komérek HUVEC i1 LL-24.
Nastepnie, supernatant znad komoérek zlewano a otrzymany pelet zawieszano w 1 ml §wiezego
medium. Gesto$§¢ komorek okreslano przy pomocy komory Thoma. Zawiesing komorek

rozcienczano do osiagniecia gestosci 10° komoérek/ml. Nastepnie, zawiesing komorek o
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gestoéci 10° komorek/ml wysiewano w zalezno$ci od przeprowadzanego testu na plytke 96-
dotkowa, plytke 24-dotkowa lub szalke hodowlang do obserwacji komoérek przy uzyciu
mikroskopu konfokalnego.

Wprowadzanie komorek do mikrouktadu

Zawiesing komoérkowa o gestoéci 10° komorek/ml wprowadzano do mikrouktadu za
pomocg pompy perystaltycznej (10 ul/min). Medium w mikrouktadzie wymieniano po uptywie
24 h, przy predkosci przeptywu wynoszacym 4 pl/min. Wprowadzanie komorek oraz

morfologia komorek byta monitorowana przy pomocy odwrdéconego mikroskopu.

2.3. Otrzymywanie mikroukladow przeplywowych

Aparatura

e Drukarka 3D (DLP, Flashforge Hunter 3D Printer);
e Lampa UV (Anycubic);

e Waga techniczna (RADWAG);

e Waga analityczna (Metler Toledo);

o Eksykator z pompg prézniowa (Kartell);

e Suszarka laboratoryjna (Binder);

e Plazma tlenowa (Diener Electronics);

e Pompa perystaltyczna (Ismatec).
Drobny sprzet laboratoryjny

e Szkietka mikroskopowe 0,13 mm (Ultramedic);

e Opakowania do sterylizacji (Medal SC);

e Sztance biopsyjne o $rednicy 1mm (KAI Biopsy Punch Miltex);

e Wezyki Tygon R3607 o $rednicy wewnetrznej 0,19 mm i grubos$ci $cianki 0,91 mm

(Ismatec).
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Odczynniki

e Zywica do druku 3D (Funtodo, Deep Black);

e Poli(dimetylosiloksan), PDMS, Sylgrad 184 (Dow Corning);
e Alkohol etylowy (POCh);

e Izopropanol (POCh);

e Dopamina (Sigma Aldrich);

e Bufor Tris-HCI (Sigma Aldrich)

Wykonanie mikrouktadu

Matryce mikrouktadu wykonano za pomocg druku 3D technikg DLP. Projekt pieczatki
zostal wykonany w programie AutoCad a nast¢pnie przekonwertowany na plik kompatybilny z
drukarka 3D. Wysoko$¢ warstw wynosita 50 um a czas naswietlania warstwy 2 s. Po
wydrukowaniu pieczatka zostata przemyta kilkukrotnie izopropanolem, utwardzona przy
pomocy lampy UV (25W, 30 min) oraz pozostawiona do calkowitego wysuszenia i
dodatkowego utwardzenia (60°C, 24 h). Mikrouktad sktadat si¢ z dwoch czgsécei, gornej - plytki
wykonanej w poli(dimetylosiloksanie) (PDMS) oraz dolnej, ktérg stanowilo szkietko
mikroskopowe. GoOrng, polimerowa plytke zawierajaca odwzorowane =z matrycy
mikrostruktury, wykonano metoda odlewu. W tym celu, zmieszano pre-polimer z czynnikiem
sieciuyjacym w stosunku 10:1. Tak przygotowany PDMS wymieszano i odgazowano, z
wykorzystaniem eksykatora polaczonego z pompa prézniowa. Nastepnie, ptynny pre-polimer
wylano na uprzednio przygotowang pieczatke 1 wstawiono do suszarki laboratoryjnej w celu
usieciowania (60°C, 1,5 h). W usieciowionej plytce wykonano otwory wlotowe i wylotowe
przy pomocy sztancy biopsyjnej o $rednicy 1 mm. Tak przygotowang ptytke polimerowa i
szkietko mikroskopowe odttuszczono, przemyto izopropanolem i trwale potaczono przy uzyciu

plazmy tlenowej (160 W, 23 s).

Przygotowanie mikrouktadu do badan

Mikrouktady sterylizowano (125°C, 1 h). Po sterylizacji do mikrouktadéow podtaczono
wezyki uprzednio wysterylizowane w alkoholu etylowym 1 przemyte sterylng woda.
Powierzchni¢ mikrokanatow gotowego mikrouktadu zmodyfikowano w celu zwigkszenia
przyczepno$ci komorek. W tym celu do mikrouktadu wprowadzono roztwor polidopaminy w
buforze Tris-HCI (pH 8,5) (2 mg/ml) i inkubowano ok. 1 h. Nastepnie, mikrouktad przemyto

woda. Do tak przygotowanego mikrouktadu wprowadzono komorki.
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2.4. Badanie cytotoksycznosci utlenionego grafenu

Aparatura

e Czytnik ptytek wielodotkowych; CYTATION 3 (Biotek);
e Odwro6cony mikroskop fluorescencyjny (Olympus 1X71);

e Myjka ultradzwigkowa (Elmasonic).
Odczynniki

e Zawiesiny badanych frakcji utlenionego grafenu (GO2, GO4 oraz ich odpowiedniki
inkubowane w surowicy) o stezeniu 1 mg/ml;

¢ AlamarBlue®, (AbD Serotec);

e Kalceina-AM, (CAM ang. Calcein-AM) (Sigma Aldrich);

e Jodek propidyny, (P1, ang. Propidium iodide solution) (Sigma Aldrich);

e NucBlue® Live reagent (ThermoFisher);

e NucGreen® Dead reagent (ThermoFisher).

Okreslanie aktywnosci metabolicznej

Do okreslenia aktywnos$ci metabolicznej komodrek wykorzystano test alamarBlue®, ktory
wykorzystuje zdolnos¢ zywych komoérek do przeksztalcania rezazuryny do rezorufiny. W
odroznieniu od rezasuryny, rezorufina wykazuje wtasciwosci fluorescencyjne. Intensywnos¢

fluorescencji rezazuryny jest miarg aktywnosci metabolicznej komorek.

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem standardowych technik hodowli. Zawiesiny
komoérek linii A549, HUVEC i LL-24 o gestosci 10° komorek/ml wysiano na ptytke 96-
dotkowa. Objetos¢ wszystkich roztworéw podawanych na jeden dotek ptytki wynosita 100 pl.
Po 24 h od wysiania oceniono wyjsciowa aktywno$¢ metaboliczng komoérek. W tym celu,
sporzadzono 10% roztwor alamarBlue® w medium hodowlanym. Otrzymany roztwor podano
komoérkom po uprzednim odciggnieciu zuzytego medium z dotkéw. Nastepnie, plytke z
komoérkami inkubowano (37°C, 5% CO). Po uptywie 30 min oceniono intensywnos$¢
fluorescencji z wykorzystaniem czytnika ptytek wielodotkowych (dtugos¢ fali wzbudzenia: 552
nm, dlugo$¢ fali emitowanej: 583 nm). Nastepnie, sporzadzono roztwory frakcji GO, o
stezeniach 50 1 100 pg/ml, w mediach hodowlanych. Niezmodyfikowany utleniony grafen
wykazuje tendencj¢ do agregacji, co w rezultacie ma negatywny wplyw na Zywotnos¢ i
proliferacj¢ komorek. W celu zapobiegnigcia agregacji platkow GO, badane probki

zmodyfikowano z wykorzystaniem PVP oraz poddano dziataniu ultradzwigkow. Roztwor
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alamarBlue® zostal odciggniety znad komorek 1 zastgpiony zawiesinami probek utlenionego
grafenu. Probe kontrolng stanowily komorki, do ktorych zamiast zawiesiny utlenionego grafenu
dodano $wieze medium hodowlane. Nastepnie, komorki byty inkubowane w swiezym medium
hodowlanym przez 48 h (37°C, 5% CO3). Po tym czasie medium we wszystkich dotkach zostato
wymienione na S$wieze 1 ponownie oceniono aktywno$¢ metaboliczng komoérek z
wykorzystaniem testu alamarBlue®. Po przeprowadzonej analizie roztwor alamarBlue® znad
komorek zostal wymieniony na §wieze medium hodowlane. Pomiar aktywno$ci metabolicznej
powtorzono po kolejnych 24 h. Intensywnos$¢ fluorescencji komorek przedstawiono jako
srednig z minimum 3 pomiarow. Wpltyw badanego materialu na aktywno$¢ metaboliczng
komorek oceniano poprzez porownanie intensywnosci fluorescencji probki do intensywnosci

fluorescencji kontroli mierzonych tego samego dnia.

Ocena Zywotnosci komorek

W celu oceny zywotnosci komoérek A549 i LL-24 wykorzystano barwienie rdéznicowe
estrem kalceiny (CAM) oraz jodkiem propidyny (PI). Ester kalceiny ulega hydrolizie w
cytoplazmie zywych komodrek. W wyniku tej reakcji powstaje emitujgca zielony sygnatl
fluorescencji kalceina (dtugo$¢ fali wzbudzenia: 490 nm, dtugo$¢ fali emitowanej: 515 nm).
Jodek propidyny wnika jedynie przez uszkodzone blony martwych komoérek. W wyniku
interkalacji z DNA w jadrze komoérkowym jodek propidyny emituje czerwony sygnat
fluorescencji (dlugos¢ fali wzbudzenia: 535 nm, dlugo$¢ fali emitowanej: 617 nm). Roztwor
wykorzystany w barwieniu komorek zawieral ester kalceiny w stezeniu 1 pg/ml 1 jodek
propidyny w stezeniu 4 pg/ml. Do oceny zywotnosci komorek linit HUVEC wykorzystano
barwniki NucBlue® Live oraz NucGreen® Dead. NucBlue® jest przepuszczalny dla bion
komorkowych i barwi na niebiesko jadra wszystkich komoérek (dtugos¢ fali wzbudzenia: 360
nm, dlugos¢ fali emitowanej: 460 nm). NucGreen® jest nieprzepuszczalny dla bion
komorkowych 1 barwi na zielono jedynie jadra komorek martwych (dlugos¢ fali wzbudzenia:
504 nm, dlugo$¢ fali emitowanej: 523 nm). Roztwdr wykorzystany w barwieniu komorek
zawieral po 1 kropli (opakowania barwnikow firmowo zaopatrzone byly w wkraplacz) obu
barwnikéw na 1 ml medium. Komoérki inkubowano z zawiesing probek GO o stezeniu 100
png/ml w sposéb analogiczny do procedury testu aktywnosci metabolicznej. Po 48 h inkubacji
medium wymieniono na $wieze. Po kolejnych 24 h medium znad komoérek wymieniono na
roztwory barwnikéw i inkubowano przez 15 min. Oceny zywotno$ci dokonano przy uzyciu

mikroskopu fluorescencyjnego Olympus 1X71.
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2.5. Badanie wnikania utlenionego grafenu do komorek

Aparatura
e Cytometr przeptywowy (CytoFlex).
Drobny sprzet laboratoryjny

e  Worteks (Labnet);

e Probowki do pomiaréw cytometrycznych (CytoFlex).
Odczynniki

e Polistyrenowe kulki do kalibracji cytometru (CytoFlex);

e TrypanBlue (Sigma Aldrich);

e Frakcje utlenionego grafenu wyznakowane FITC (GO2, GO4 oraz ich odpowiedniki
inkubowane w surowicy: GO2B i GO4B).

Okreslenie efektywnosci wnikania utlenionego grafenu do komorek

Wszystkie czynnosci wykonywano przy ograniczonym dostepie $wiatta. Komorki linii
A549, LL-24 1 HUVEC wysiano na ptytki 24-dotkowe. W tym celu do kazdego dotka dodano
1 ml zawiesiny komoérek o stezeniu 10° komdrek/ml. Po 24 h do komérek dodano zawiesiny
frakcji GO o stezeniu 50 pg/ml. Komorki inkubowano z frakcjami utlenionego grafenu przez 1
lub 48 h (37°C, 5% CO3). Po uptywie czasu inkubacji odciggni¢to zawiesiny badanych probek,
komorki przeplukano roztworem PBS (1X) a nastepnie odklejono je przy pomocy roztworu
TrypleExpress®. Po odklejeniu, komorki zawieszono w $wiezym medium hodowlanym 1
odwirowano (2000 rpm, 3 min dla komoérek A549 oraz 1000 rpm, 5 min dla komoérek linii
HUVEC 1 LL-24). Pelet zawieszono w roztworze PBS (1X) 1 odwirowano jeszcze raz. Pelet
ponownie zawieszono w 1 ml §wiezego medium hodowlanego. Do tak przygotowanych probek
dodano TrypanBlue, tak by jego stezenie koncowe wynosito 0,4 %. Dodatek tego odczynnika
hamuje fluorescencje powierzchniowg. Dzigki temu sygnal odczytywany z cytometru pochodzi
jedynie od utlenionego grafenu wyznaczonego FITC, ktory wniknal do komérek 2. W
analogiczny sposob przygotowano rowniez probki nie zawierajace odczynnika TrypanBlue w
celu sprawdzenia sygnatu pochodzacego jednoczesnie z wnetrza i powierzchni komorek.
Gesto$¢ komorek wynosita ok. 10° komorek/ml. Probki podano do uprzednio skalibrowanego
cytometru w celu zmierzenia intensywnosci sygnatu pochodzacego od FITC dotaczonego do
ptatkow utlenionego grafenu zlokalizowanych w komorce. Im wigcej ptatkow wnikngto do

komorki, tym wigksza intensywno$¢ fluorescencji FITC. Intensywno$¢ fluorescencji
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pochodzacej z komorek inkubowanych z frakcjami GO poréwnano do intensywnosci
fluorescencji kontroli (komoérek nieinkubowanych z frakcjami GO). Efektywno$¢ wnikania
wyrazono jako stosunek intensywnosci sygnatu pochodzacego z komorek inkubowanych z GO

do intensywnosci sygnatu pochodzacego z kontroli.

2.6. Badanie lokalizacji utlenionego grafenu w komorkach

Aparatura

e Mikroskop konfokalny (Flouview FV10i).

Drobny sprzet laboratoryjny

e Szalki czterodzielne do obserwacji mikroskopowych (Greiner).
Odczynniki

e Frakcje utlenionego grafenu wyznakowane FITC (GO2, GO4 oraz ich odpowiedniki
inkubowane w surowicy: GO2B i GO4B);

e Hoechst 33258 (Invitrogen);

e Koniugat AlexaFluor™633-Falloidyna (Invitrogen);

e BioTracker™ 400 Blue Cytoplasmic Membrane Dye (Sigma Aldrich) - barwnik;

e BioTracker™ 400 Blue Cytoplasmic Membrane Dye (Sigma Aldrich) - bufor;

o 4% roztwor paraformaldehydu (Sigma Aldrich);

e Buforowana sol fizjologiczna (PBS, ang. Phosphate Buffered Saline) (Sigma Aldrich);

e 0,1% roztwor Triton X-100 w PBS (Sigma Aldrich);

e 1% roztwér albuminy surowicy bydlecej (BSA, ang. Bovine Serum Albumin) (Sigma

Aldrich).
Lokalizacja wewngtrzkomorkowa — hodowla standardowa

Zawiesiny komorek linii A549, LL-24 i HUVEC o gestosci 10° komoérek/ml zostaly
wysiane na czterodzielne szalki testowe z dnem umozliwiajacym obserwacje mikroskopowa.
Do komoérek dodano zawiesiny GO2, GO2B, GO4 oraz GO4B o stgzeniu 50 pg/ml. Probki
inkubowano z komoérkami przez 1 lub 48 h. Po tym czasie komorki wybarwiano wedlug dwoch
réznych protokotow.

Pierwszy z protokotow obejmowal utrwalenie komorek 1 wybarwienie ich barwnikiem
Hoechst 33258 oraz koniugatem AlexaFluor™633-Falloidyna. Hoechst 33258 taczy si¢ z DNA

w jadrze komérkowym dajac niebieski sygnat fluorescencji (dtugos¢ fali wzbudzania 352 nm,

59



dhugo$¢ fali emisji 449 nm). Koniugat AlexaFluor™633-Falloidyna taczy sie z F-aktyng obecng
w cytoszkielecie komorek wybarwiajac go na czerwono (dtugos¢ fali wzbudzania 650 nm,
dtugos¢ fali emisji 668 nm). Wszystkie czynnosci wykonywano przy ograniczonym dostepie
swiatta. Komorki przeptukano roztworem PBS (1X) a nastepnie inkubowano z 4% roztworem
paraformaldehydu przez 30 min w temperaturze pokojowej. Po uptywie tego czasu, komorki
ponownie przeptukano roztworem PBS (1X) i inkubowano z 0,1 % roztworem Triton X-100
przez 20 min. Po ponownym przeptukaniu komorek roztworem PBS (1X) do szalki dodano 1%
roztwor surowicy bydlecej (BSA) i inkubowano przez 1 h. Po uplywie tego czasu komorki
inkubowano przez 1 h z roztworem koniugatu AlexaFluor™633-Falloidyna, ktory zostat
uprzednio przygotowany przez zmieszanie barwnika i roztworu 1% BSA w stosunku 1:400yy.
Nastepnie, komorki przeptukano roztworem PBS (1X) 1 inkubowano przez 10 min z roztworem
Hoechst 33258, ktory zostal uprzednio przygotowany przez zmieszanie barwnika 1 1%
roztworu BSA w stosunku 1:100y~. Po uptywie tego czasu, komorki przeptukano PBS (1X) i
dodano do nich $wiezy roztwdér PBS (1X). Tak przygotowana probke wykorzystano do
obserwacji mikroskopowe;.

Drugi protokot obejmowat wybarwienie komoérek inkubowanych z frakcjami GO
barwnikiem BioTracker™ 400 Blue Cytoplasmic Membrane Dye. Barwnik ten laczy si¢ ze
wszystkimi strukturami blonowymi w komodrce emitujac niebieski sygnal fluorescencji
(dtugos¢ fali wzbudzania 366 nm, diugos¢ fali emisji 441 nm). Wszystkie czynnos$ci
wykonywano przy ograniczonym dostgpie $wiatta. Sporzadzono roztwor barwnika poprzez
zmieszanie roztworu barwnika z roztworem buforu 1 zawieszenie go w medium hodowlanym.
Na 1 ml medium hodowlanego przypada 10 pl roztworu barwnika 1 buforu zmieszanych w
stosunku 1:1yx. Tak przygotowany roztwor dodano do komorek i inkubowano (37°C, 5% CO»)
przez 20 min. Po uptywie tego czasu, probke przeptukano roztworem PBS (1X), dodano do niej
medium hodowlane i inkubowano prze kolejne 5 min. Etap ten powtarzano 2-krotnie.
Nastepnie, do komoérek dodano $wieze medium hodowlane i przeprowadzono obserwacje
mikroskopow3.

W wyniku obserwacji mikroskopowej otrzymano zdjg¢cia w trybie 2D 1 3D, tzw. ,,Z-stack”.
Ponadto, przeprowadzono iloSciowa analiz¢ intensywnos$ci sygnatlu pochodzacego od
zinternalizowanych materiatow grafenowych z wykorzystaniem programu ImageJ. W tym celu,
uzyskane z mikroskopu konfokalnego obrazy zapisano w formacie ,,.tiff”’, obrysowano kontury
komorek i zmierzono intensywno$¢ sygnatu za pomoca funkcji ,,measure”. Dla kazdego

rodzaju probki koncowy wynik jest §rednig z co najmniej kilku obrazow komorek.
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Lokalizacja wewngtrzkomorkowa — hodowla w mikrouktadzie przeplywowym

Barwienie hodowli w mikrouktadzie przeptywowym wykonano jedynie za przy pomocy
koniugatu AlexaFluor™633-Falloidyna oraz barwnika Hoechst 33258. Dodatkowo ptatki
frakcji GO4B zostaty zmodyfikowane FITC. Procedura barwienia byta podobna z procedura
barwienia komorek w makroskali. Wszystkie odczynniki wprowadzano do mikrouktadow za
pomocg pompy perystaltycznej (4 ul/min, 15 min).

Wykonano badanie lokalizacji wewnatrzkomorkowej utlenionego grafenu dla czasu
inkubacji wynoszacego 1 h. Podczas tego badania frakcja utlenionego grafenu GO4B byla
dostarczana do komoérek w sposob ciagly za pomoca pompy perystaltycznej i wezykow
przytaczonych do mikrouktadu (4 pl/min). Badania przeprowadzono na monokulturach linii
A549, HUVEC 1 LL-24 jedynie dla GO4B o stezeniu 50 pg/ml.

Badanie lokalizacji wewnatrzkomorkowej utlenionego grafenu przeprowadzono réwniez
dla czasu inkubacji 48 h. W tym przypadku frakcja GO4B réwniez zostata wprowadzona do
mikrouktadu za pomoca pompy perystaltycznej. Jednak w tym przypadku, po wprowadzeniu
zawiesiny do mikrouktadu przeplyw zawiesiny GO4B zostat zatrzymany. Inkubacja platkoéw
GO4B z komorkami nie odbywat si¢ w warunkach przeptywowych. Réwniez w tym przypadku
badanie przeprowadzono jedynie dla zawiesiny frakcji GO4B o stezeniu 50 pg/ml. Jednak w
tym przypadku oprocz monokultur wykorzystano rowniez kokultury linii A549, HUVEC i LL-
24 (HUVEC/LL-24, HUVEC/A549 i A549/LL-24).

2.7. Badanie prawdopodobnego mechanizmu wnikania utlenionego grafenu do
komorek

Aparatura

e Cytometr (CytoFlex);
e Czytnik ptytek wielodotkowych; CYTATION 3 (Biotek).

Odczynniki

e Chloropromazyna (Sigma Aldrich) — inhibitor endocytozy =z  wyjatkiem
fago- 1 makropinocytozy;

e Chlorochinon (Sigma Aldrich) — inhibitor klatrynozaleznej endocytozy;

e Dynasor (Sigma Aldrich) — inhibitor mechanizmu wnikania zaleznego od dynaminy;

e 7-ketocholesterol (Avanti) — inhibitor szlakow niezaleznych od klatryny i dynaminy;

e 2-deoksyglukoza (Sigma Aldrich) — inhibitor transportu aktywnego;

e alamarBlue®, (AbD Serotec).
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Badanie aktywnosci metabolicznej

W celu okreslenia wptywu inhibitorow szlakow endocytozy na aktywno$¢ metaboliczng
komorek przeprowadzono test alamarBlue® wedtug procedury opisanej w rozdziale 2.4. Czas
inkubacji probek z inhibitorami wynosit 1 lub 48 h. Test przeprowadzono dla nastepujacych
stezen inhibitorow:

e chloropromazyna: 20, 10 77, 5 pg/ml,
e chlorochina: 128, 64 **, 32 ug/ml,

e dynasore: 160, 80 **, 40 ug/ml,

e 7-ketocholesterol: 24, 12 %3, 6 ug/ml,
e 2-deoksyglukoza: 16, 8 77, 4 mg/ml.

Srodkowe wartosci stezef zostaty wybrane na podstawie doniesien literaturowych.
Badanie wplywu inhibitorow na efektywnosé wnikania utlenionego grafenu do komorek

Badania przeprowadzono analogicznie do cytometrycznych badan efektywnosci
wnikania. Proba kontrolng byly komorki inkubowanie z badanymi frakcjami utlenionego
grafenu (GO2, GO2B, GO4, GO4B) o stezeniu 50 pg/ml inkubowanych przez 1 h. Probami
badawczymi byly komorki inkubowane przez 1 h z frakcjami GO oraz inhibitorami
poszczegolnych szlakow wnikania o nast¢pujacych stezeniach:

e chloropromazyna: 20, pg/ml,
e chlorochina: 128, pg/ml,

e dynasore: 160, pg/ml,

e 7-ketocholesterol: 24 pg/ml,
e 2-deoksyglukoza: 16 mg/ml.

Stezenia dobrano na podstawie testow cytotoksycznosci przeprowadzonych dla inhibitorow
na komorkach liniit A549, LL-24 1 HUVEC. Zmierzono intensywno$¢ sygnatu pochodzacego z
komorek inkubowanych z inhibitorami endocytozy oraz frakcjami GO (GO2, GO2B, GO4 i
GO4B z dotagczonym FITC). Nastgpnie poréwnano intensywnos¢ sygnatu probek badawczych
do intensywnosci kontroli. Obnizenie sygnalu w probce z inhibitorem oznaczato zahamowanie
wnikania GO do komoérek. Zahamowanie wnikania GO do komorek przez dany inhibitor
oznaczato, ze szlak hamowany przez ten inhibitor bierze udziat w procesie wnikania GO do

komorek.
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3. Wyniki

3.1. Charakterystyka utlenionego grafenu

Pierwszym etapem badan byto ustalenie wielko$ci ptatkéw dla kazdej z otrzymanych
frakcji GO. Ponadto, ocenionow w jaki sposob inkubacja z ludzka surowica wplyneta na
strukture ptatka GO. Wielko$¢ platkow 1 tym samym skuteczno$¢ frakcjonowania sprawdzono
z wykorzystaniem techniki dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS) oraz mikroskopii
elektronowej (SEM). Badania struktury ptatkéw GO zrealizowano za pomoca spektroskopii

Ramana, spektroskopii FTIR oraz analizy elementarne;.

3.1.1. Ocena wielkosci platkow utlenionego grafenu

Wyjsciowa zawiesing utlenionego grafenu podzielono z wykorzystaniem metody filtracji,
na cztery frakcje, ktore z zatozenia powinny r6zni¢ si¢ miedzy soba $rednig wielkoscig ptatkow
GO. Do frakcjonowania wyjsciowej zawiesiny utlenionego grafenu uzyto filtrow
strzykawkowych o 3 roznych rozmiarach poréow: 220, 800 1 1000 nm. Spodziewano si¢
otrzymac frakcje utlenionego grafenu o rozmiarach ptatkow <220 nm (GOI), 220-800 nm
(GO2), 800-1000 nm (GO3) oraz frakcje o rozmiarach ptatkow powyzej 1000 nm (GO4).

Okreslono rozktad wielkosci czastek GO dla poszczegdlnych frakeji (Ryc. 19). Zakres
wielkosci ptatkow dla poszczegodlnych frakcji okreslony za pomoca techniki DLS wynosit
odpowiednio 642+/-48 nm dla frakcji GO1, 325+/-122 nm dla frakcji GO2, 529+/-40 nm dla
frakcji GO3 oraz 603+/-137 nm dla frakcji GO4. Przedzial rozmiarow czastek dla frakcji GO2
nie pokrywatl si¢ z przedziatami zadnej innej frakcji (Ryc. 19 A). Frakcje GO1, GO3 1 GO4
charakteryzowaly si¢ niZzszym stopniem rozdziatu, jednak frakcja GO4 miata wyraZznie
najwieksze ptatki (Ryc. 19 B). Frakcjami najbardziej r6znigcymi si¢ pod wzgledem wielkos$ci
ptatkow byly GO2 1 GO4. Wyniki badan DLS stoja w sprzecznosci ze spodziewanymi
rozmiarami  platkow. Teoretycznie najmniejszym rozmiarem platkbw  powinna
charakteryzowac si¢ frakcja GO1 jednak ptatki tej frakcji sa wigksze niz w przypadku frakcji
GO2. By¢ moze wynika to z faktu, ze frakcja GOI jako jedyna byta zbierana od razu w formie
filtratu, bez potrzeby odzyskiwania osadu z filtra. Dodatkowo, zmierzono potencjat zeta dla
kazdej frakcji (Ryc. 19 C). We wszystkich przypadkach otrzymano warto$ci ujemne, co byto
spodziewanym wynikiem w przypadku materialu posiadajacego tlenowe grupy funkcyjne.

Dzigki posiadaniu fadunku powierzchniowego otrzymane frakcje byty stabilne w wodzie.
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Potencjal Zeta [mV] | -24,30 | -35,40 | -38,45 | -25,38

SD [mV] 1,87 2,84 0,83 5,25

Ryc. 19 A) Dystrybucja wielkosci czgstek (oS X w skali logarytmicznej). B) Wykres z usrednionymi

wartosciami wielkosci. C) Wartosci potencjatow zeta dla badanych probek.

W celu doktadniejszego zdefiniowania wielkosci ptatkow GO wykonano zdjecia przy
pomocy mikroskopu elektronowego (SEM) (Ryc. 20). Wielko$¢ ptatka byta wyrazona jako jego
najwigkszy wymiar. Po usrednieniu wynikéw wielkosci ptatkéw dla poszczegdlnych frakcji
wynosity odpowiednio: 559+/-374 nm dla GO1, 689+/-359 nm dla GO2, 883+/-534 nm dla
GO3 oraz 1525+/-961 nm dla frakcji GO4. Rozmiary ptatkow w poszczegodlnych frakcjach
charakteryzowaty si¢ duzym rozrzutem wynikow. Jednak $rednie wielko$ci ptatkow wskazuja

na roznice w rozkladzie wielkosci ptatkow pomigdzy poszczeg6lnymi frakcjami.
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Ryc. 20 Przykliadowe zdjecia SEM dla kazdej z otrzymanych frakcji badanego materiatu wraz z

obrysowanymi, wybranymi i zwymiarowanymi pojedynczymi platkami utlenionego grafenu.

Pomyslnie dokonano rozdzialu wyjsciowej zawiesiny GO na frakcje roznigce si¢ §rednim
rozmiarem ptatkdw. Rozmiary ptatkéw okreslone na podstawie zdje¢ SEM znacznie rdznily si¢
od rozmiaréw ptatkéw okreslonych na podstawie DLS (Tab.1). Wartosci uzyskane za pomoca
SEM lepiej odzwierciedlajg rzeczywiste rozmiary ptatkow niz te zmierzone za pomoca DLS.
Mimo duzego rozrzutu wynikoéw, mozna stwierdzi¢, ze frakcje GO1 1 GO2 charakteryzowatly
si¢ wyraznie mniejszymi platkami niz frakcja GO4. Ze wzgledu na lepsza korelacje ze
spodziewanymi rozmiarami ptatkOw oraz mniejszy rozrzut wynikow do dalszych badan
wytypowano frakcje GO2 i GO4 oraz ich inkubowane w surowicy odpowiedniki (GO2B i
GO4B).
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Tab. 1 Zestawienie wynikow okreslania wielkosci ptatkow otrzymanych frakcji utlenionego grafenu.

Sredni rozmiar [nm] Spodziewany
Probka rozmiar platkow
DLS SEM
[nm]

GO1 642+/-48 | 559+/-374 <200

GO2 325+/-122 | 689+/-359 200-800
GOs3 529+/-40 | 883+/-534 800-1000
GO4 603+/-137 | 1525+/-961 >1000

Obecnie nie ma zdefiniowanej jednej, optymalnej i standardowej metody frakcjonowania
materiatoéw grafenowych. Zaproponowane w niniejszej pracy frakcjonowanie na drodze filtracji
moze prowadzi¢ do niecatkowitego rozdziatlu frakcji. Patek utlenionego grafenu w roztworze
wodnym moze ulega¢ zwijaniu 1 przechodzi¢ przez pory, ktére teoretycznie powinny go
zatrzymac. Niestety alternatywne metody takie jak wirowanie, nie przyniosly bardziej
zadowalajacych rezultatéw (wyniki nie uwzglednione w pracy). Standaryzacja i udoskonalanie
metod frakcjonowania materiatéw 2D takich jak pochodne grafenu nadal stanowi duze

wyzwanie 1 perspektywe na przysztosc.

3.1.2. Charakterystyka grup funkcyjnych

Spektroskopia FTIR umozliwita okreslenie charakteru grup funkcyjnych wystgpujacych na
powierzchni utlenionego grafenu. W przypadku widma FTIR utlenionego grafenu
nieinkubowanego z surowicg zauwazono sygnaty odpowiadajace poszczegdlnym grupom
funkcyjnym: 3290 cm™! (OH), 2930 cm ™! (CH2), 1637 cm ™! (C=0), 1516 cm™' i 1445 cm™! (-
COO0-), 1236 cm™! (C-O-C) (Ryc.21). Dzieki tym danym potwierdzono wystepowanie grup
tlenowych na powierzchni utlenionego grafenu nieinkubowanego z surowicg. Analogicznych
sygnatow nie zaobserwowano dla ptatkow utlenionego grafenu inkubowanych z ludzka
surowicg. Odmienny ksztalt linii widma dla GO inkubowanego z ludzka surowica moze by¢
spowodowany adsorpcja sktadnikow surowicy na powierzchni platkéw utlenionego grafenu.
Zanik sygnatu pochodzacego od grup tlenowych moze réwniez by¢ spowodowany redukcja
tych grup, katalizowang przez skladniki surowicy. Otrzymane wyniki s3 w zgodzie z
doniesieniami literaturowymi opisujagcymi oddzialywania nanomaterialow z plynami

ustrojowymi >83-88,
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Ryc. 21 Widma FTIR dla utlenionego grafenu inkubowanego (kolor pomaranczowy) i nieinkubowanego

z surowicq (kolor niebieski).

3.1.3. Ocena struktury i skladu pierwiastkowego utlenionego grafenu

Spektroskopia Ramana umozliwia ocen¢ struktury szkieletu weglowego utlenionego
grafenu. Wykazano, Ze stosunek intensywnosci sygnatu pasma G (1590 cm™) do pasma D (1350
cm’') jest wyzszy dla struktur bardziej krystalicznych. Odwrotna zalezno$é wystepuje miedzy
krystalicznoécig struktury ptatka GO a intensywno$cig pasma D3 (1500 cm™). Poréwnano
widma utlenionego grafenu inkubowanego i1 nieinkubowanego z ludzka surowica. Platki GO,
ktére nie byly inkubowane z surowica wykazywaty duzo wyzsze intensywnosci sygnatu w
przedziale widma odpowiadajacego pasmom G i D (Ryc. 22). Moze to by¢ spowodowane
adsorpcja biatek na powierzchni GO co potwierdzatoby wyniki spektroskopii FTIR. Nastepnie,
dokonano dekonwolucji widm i okres$lono intensywnosci pasm G i D oraz intensywno$¢ pasma
D3 dla utlenionego grafenu inkubowanego i nieinkubowanego z ludzka surowica (Ryc.23A i
23B). Stosunek intensywnosci pasm G/D nie rdznit si¢ znaczaco pomiedzy GO inkubowanym
1 nieinkubowanym z surowicg. Jednakze pole powierzchni pod pikiem dla pasma D3 byto
wieksze dla GO inkubowanego z surowicg (Ryc. 23C). Na podstawie tych wynikow mozna
przypuszczaé, ze w wyniku oddzialywania GO z surowica, dochodzi do powstawania defektow
w krystalicznym szkielecie weglowym GO. Otrzymane wyniki potwierdzaja hipotezy o
destrukcyjnym wptywie enzyméw obecnych w surowicy na strukture krystaliczng ptatkow

utlenionego grafenu *°.
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Ryc. 22 Widma Ramana dla utlenionego grafenu inkubowanego i nieinkubowanego z surowica.
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Ryc. 23 A) Dekonwolucja widm Ramana dla probki nieinkubowanej z surowicq. B) Dekonwolucja widm

Ramana dla probki inkubowanej z surowicq. C) Wartosci stosunkow pasm G i D oraz intensywnos¢

pasma D3 dla obu probek.
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Przeprowadzono rowniez analiz¢ elementarng, przedstawiajaca procentowy udziat
poszczegblnych pierwiastkéw w strukturze GO (Tab.2). Wzrost udzialu atoméw azotu w
strukturze ptatkbw GO inkubowanych z surowicg moze by¢ kolejnym dowodem na adsorpcje
sktadnikow surowicy na powierzchni ptatka utlenionego grafenu. Atomy azotu moga pochodzi¢

z wigzan peptydowych biatek obecnych w surowicy.

Tab. 2 Analiza elementarna probek.

Probka/ sklad pierwiastkowy %N %C %H %0

GO nieinkubowany z surowicg | 0,67 23,34 1,60 74,39

GO inkubowany z surowicg 9,59 43,21 5,39 41,81

3.1.4. Podsumowanie i wnioski

W wyniku filtracji otrzymano frakcje utlenionego grafenu rézniace si¢ wielkoscig ptatkow.
Wielkosci ptatkow wynosity 559+/-374 nm dla frakcji GO1, 689+/-359 nm dla frakcji GO2,
883+/-534 nm dla frakcji GO3 oraz 1525+/-961 nm dla frakcji GO4. Do dalszych badan
wybrano frakcje GO2 1 GO4, poniewaz najbardziej roznity si¢ rozmiarami platkdw. Za pomoca
spektroskopii FTIR i spektroskopii Ramana potwierdzono obecno$¢ szkieletu weglowego oraz
grup tlenowych dla GO nieinkubowanego z surowica. Wyniki spektroskopii Ramana i FTIR
Swiadczag o powstawaniu defektow w krystalicznej strukturze ptatka GO pod wplywem
sktadnikow surowicy oraz o adsorpcji czasteczek surowicy na powierzchni ptatka GO.
Obserwacje te potwierdzaja wyniki analizy elementarnej. Dla GO inkubowanego z surowicg
zaobserwowano wigkszy skladowy wudziat atomoéw azotu niz w przypadku GO
nieinkubowanego z surowica. Moze to §wiadczy¢ o adsorpcji biatek i innych czasteczek
bogatych w azot. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze GO ulega samorzutnym modyfikacjom

struktury w wyniku oddziatywan ze sktadnikami surowicy.

3.2. Ocena cytotoksycznosci frakcji utlenionego grafenu

Okreslenie cytotoksycznos$ci badanego materiatu jest kluczowe w celu zrozumienia jego
oddziatywania z komorka. Jest to szczegdlnie wazne podczas badania materiatow o
potencjalnym zastosowaniu w medycynie. W badaniach wykorzystano linie komoérkowe
HUVEC, LL-24 i A549. Linia HUVEC to komorki nablonka zyly pepowinowej. Ocena

wnikania GO do komorek wyscietajacych naczynia krwionos$ne jest wazna w kontekscie
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dozylnego podawania substancji o zastosowaniu biomedycznym. Z kolei komorki linii LL-24
1 A549 s3 odpowiednio prawidlowymi i nowotworowymi komoérkami phuc. Jednym z
potencjalnych zastosowan GO jest zastosowanie go jako nosnika lekéw w terapii
przeciwnowotworowej. Wykorzystanie komorek linii A549 1 LL-24 do badania wnikania GO
do komorek, umozliwi wykrycie réznic w wnikaniu GO do komodrek prawidlowych i
nowotworowych. Ponadto, komoérki A549, LL-24 oraz HUVEC réznig si¢ migdzy sobg
morfologig. Komorki LL-24 sa fibroblastami, komoérki A549 to komorki nabtonkowe,
natomiast linia HUVEC to komorki srodbtonkowe. Wykorzystanie do badan tych trzech linii

komorkowych pozwoli oceni¢ réznice we wnikaniu GO do komorek o odmiennej morfologii.

3.2.1. Analiza aktywnosci metabolicznej komodrek

Aby otrzymac rzetelne wyniki badan wnikania GO do komorek, nalezy sprawdzi¢, czy GO
o stezeniu wybranym do badan nie obniza aktywno$ci metabolicznej komorek. Niska
aktywnos$¢ metaboliczna komorek moze skutkowa¢ zahamowaniem proceséw wnikania GO.
Ponadto nalezy sprawdzi¢ wptyw GO na zywotno$¢ komorek, poniewaz potencjalny nos$nik
leku nie powinien by¢ cytotoksyczny. Stezenie GO musi by¢ dostatecznie wysokie, aby
otrzymaé¢ wyrazny sygnat analityczny. Jednak zbyt wysokie stezenie GO moze okazaé si¢
toksyczne dla komorek. Na podstawie poprzednich badan przeprowadzonych w naszym
zespole badawczym ustalono, ze stgzenie 100 pg/ml jest granicznym, nietoksycznym st¢zeniem
GO ?7. Jednakze, badania te zostaly przeprowadzone na zawiesinie ptatkow GO o
niezdefiniowanych rozmiarach. W przypadku frakcji o §rednich rozmiarach ptatkow powyze;j
1000 nm mozna si¢ spodziewac, ze stgzenie 100 pg/ml bedzie znaczaco obniza¢ zywotno$¢ 1
aktywnos$¢ metaboliczng komodrek. Dlatego do badan wptywu frakcji GO2, GO2B, GO4 i
GO4B na aktywno$¢ metaboliczng 1 Zywotno$¢ komorek wybrano stezenia 50 1 100 pg/ml.
Dodatkowo sprawdzono czy inkubacja GO w surowicy ma wplyw na aktywnos$¢ metaboliczng

1 zywotnos¢ komorek.

3.2.1.1. Aktywnos$¢ metaboliczna komorek linii A549 inkubowanych z GO
Aktywno$¢ metaboliczna komoérek A549 réznita sie w zalezno$ci od badanej frakcji GO
oraz dnia hodowli. Komoérki A549 inkubowane z frakcja GO2 charakteryzowaly si¢ nizsza,
natomiast rosngcg w czasie aktywnos$ciag metaboliczng niz w przypadku kontroli (Ryc.24 A). Po
72 h od rozpoczecia inkubacji aktywno$¢ metaboliczna komoérek A549 inkubowanych z GO2
wzrosta 4,5-krotnie dla stezenia 50 pg/ml 1 2-krotnie dla st¢zenia 100 pg/ml w poréwnaniu do
poczatkowej wartosci. W przypadku GO4 o stezeniu 50 pg/ml aktywno$¢ metaboliczna A549

nie uleglta znaczacym zmianom w czasie, gdzie po 72 h osiggneta ok. 1,13-krotnos¢
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poczatkowej wartosci. W przypadku GO4 o stezeniu 100 pg/ml aktywno$¢ metaboliczna
komorek nowotworowych ptuc zmalata do polowy poczatkowej wartosci po 72 h. Aktywnos¢
metaboliczna komoérek A549 inkubowanych z GO4 byla znacznie nizsza niz aktywnosc
metaboliczna préby kontrolnej. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna zauwazy¢, ze im
wigksze platki utlenionego grafenu, tym mniejsza aktywno$¢ metaboliczna komorek.
Aktywnos¢ metaboliczna komorek zalezata rdwniez od st¢zenia utlenionego grafenu. Zgodnie
z przewidywaniami frakcja GO4 o stezeniu 100 pg/ml obnizyta aktywnos$¢ metaboliczng
komorek, podczas gdy GO4 o stezeniu 50 pg/ml nie miat wptywu na aktywno$¢ metaboliczng
komorek. Aktywno$¢ metaboliczna komorek inkubowanych z frakcjami GO nie rosta w czasie
tak szybko jak w przypadku komorek kontroli. Jednakze, z wyjatkiem frakcji GO4 o stezeniu
100 pg/ml nie odnotowano spadku aktywno$ci metabolicznej komoérek w poréwnaniu z
warto$ciami poczatkowymi.

Frakcje GO2B i GO4B nie obnizaly aktywnos$ci metabolicznej komorek A549 (Ryc. 24 B).
Aktywnos$¢ metaboliczna rosta z kazdym dniem hodowli i po 72 h osiagneta odpowiednio ok.
11-krotno$¢, 7-krotno$¢, 8-krotnos¢ oraz 9-krotno$¢ wartosci poczatkowej odpowiednio dla
probek 50 pg/ml GO2B, 100 pg/ml GO2B, 50 pg/ml GO4B oraz 100 pg/ml GO4B. Wartos$ci
te nie roznity si¢ znaczaco od aktywnosci metabolicznej komorek w kontroli. Moze to
$wiadczy¢ o tym, ze sktadniki surowicy zaadsorbowane na powierzchni ptatka zwigkszaja
aktywno$¢ metaboliczng komorek. Surowica jest sktadnikiem pozywek hodowlanych. Zawarte
w niej sktadniki promujg wzrost komorek. Dodatkowo, sktadniki surowicy zaadsorbowane na
ptatku GO moga blokowaé¢ oddziatywania GO z blong komoérkows. Oddzialtywania te sg

prawdopodobng przyczyng obnizania aktywnosci metabolicznej komorek.
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Ryc. 24 Aktywnos¢ metaboliczna komorek linii A549 inkubowanych z frakcjami GO bez kontaktu z

surowicq (A) oraz frakcjami inkubowanymi z surowicq (B).

3.2.1.2. Aktywnos¢ metaboliczna komorek linii LL-24 inkubowanych z GO

Aktywno$¢ metaboliczna komorek LL-24, tak jak w przypadku komorek AS549
wykazywata si¢ zmianami zaleznymi od rodzaju badanego materialu oraz czasu trwania
eksperymentu. W przypadku frakcji GO2 1 GO4 aktywno$¢ metaboliczna LL-24 rosta wraz z
czasem. Po 72 h od rozpoczecia inkubacji osiggneta ok. 12-krotno$¢ wartosci poczatkowej dla
frakcji 50 pg/ml GO2, 9-krotnos$¢ dla frakcji 100 pg/ml GO2, 9-krotno$¢ dla frakcji 50 pg/ml
GO4 oraz 14-krotnos¢ dla frakcji 100 pg/ml GO4 (Ryc. 25 A). Ponadto aktywnos$¢
metaboliczna komorek inkubowanych z frakcjami GO2 nie réznita si¢ od aktywnos$ci
metabolicznej kontroli. Po 48 h od rozpoczecia inkubacji zauwazono, ze komorki inkubowane
z GO4 wykazuja wyzsza aktywno$¢ metaboliczng niz komorki kontroli. Po 72 h od rozpoczecia

inkubacji aktywnos$ci metaboliczne komorek inkubowanych z GO4 1 kontroli byty na tym
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samym poziomie. Oznacza to, ze probki utlenionego grafenu nieinkubowanego z surowica, nie
obnizaty aktywno$ci metaboliczng komorek LL-24.

Aktywno$¢ metaboliczna komorek LL-24 inkubowanych z frakcjami GO2B 1 GO4B byta
wieksza niz w przypadku kontroli, w kazdym dniu eksperymentu. Dodatkowo aktywnos¢
metaboliczna komorek inkubowanych z GO2B i GO4B rosta wraz z czasem. Po 72 h od
rozpoczecia inkubacji warto$ci aktywnos$ci metabolicznej wynosily odpowiednio ok. 5-
krotnos¢, 4-krotno$¢, 8-krotnos¢ i 6- krotno$¢ wartosci poczatkowej dla frakcji 50 pg/ml
GO2B, 100 pg/ml GO2B, 50 pg/ml GO4B oraz 100 pg/ml GO4B (Ryc. 25 B). Na podstawie
uzyskanych wynikdbw mozna stwierdzi¢, ze skladniki surowicy zaadsorbowane na GO

zwickszaja aktywno$¢ metaboliczng komorek.
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Ryc. 25 Aktywnos¢ metaboliczna komorek linii LL-24 inkubowanych z frakcjami GO bez kontaktu z

surowicq (A) oraz frakcjami inkubowanymi z surowicq (B).
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3.2.1.3. Aktywnos¢ metaboliczna komorek linii HUVEC inkubowanych z GO

Aktywno$¢ metaboliczna komorek linii HUVEC nie zmieniata si¢ znaczgco w czasie
zarowno w przypadku kontroli jak i badanych frakcji GO (Ryc. 26 A i 26 B). Wartosci
aktywnosci metabolicznej komoérek inkubowanych z frakcjami GO oraz kontroli nie
przekroczyty 1,3-krotno$ci warto$ci poczatkowych. Dodatkowo, warto$ci aktywnosci
metabolicznej dla badanych frakcji GO nie byly mniejsze od wartosci aktywnosci
metabolicznej komodrek kontroli. Oznacza to, ze w przypadku komorek liniit HUVEC badane
probki utlenionego grafenu nie obnizaty ich aktywnos$ci metabolicznej. Nie zaobserwowano
zwickszonej aktywno$ci metabolicznej komoérek inkubowanych z GO2B i GO2B w
porownaniu do aktywnos$ci metabolicznej kontroli oraz komoérek inkubowanych z frakcjami

G021 GOA4.
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Ryc. 26 Aktywnos¢ metaboliczna komorek linii HUVEC inkubowanych z frakcjami GO bez kontaktu z

surowicq (A) oraz frakcjami inkubowanymi z surowicg (B).
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3.2.2. Ocena zywotnosci komorek inkubowanych z GO

Zywotno$¢ komorek linii A549, LL-24 oraz HUVEC oceniono z wykorzystaniem
barwienia roznicowego (Ryc. 27). Do badania wybrano wyzsze badane st¢zenie frakcji GO2,
GO2B, GO4 1 GO4B, ktore wynosito 100 pg/ml. Na podstawie wczesniejszych badan zatozono,
ze probka 50 pg/ml ma mniejszy efekt cytotoksyczny niz 100 pg/ml. Dlatego w celu
uproszczenia badan, przedstawiono wyniki dla wyzszego z dwoch wspomnianych stezen.
Zdjecia wykonano 72 h od rozpoczecia inkubacji (ostatni dzien eksperymentu). W przypadku
linii A549 i1 LL-24 czerwony sygnal fluorescencji pochodzi od komoérek martwych, a zielony
sygnat od zywych komoérek. W przypadku komorek HUVEC, zywe komorki emitujg niebieskg
fluorescencje, a martwe komorki zielong. Najmniej martwych komoérek mozna zauwazy¢ dla
komorek linii LL-24 inkubowanych z wszystkimi 4 frakcjami GO oraz dla komorek A549
inkubowanymi z frakcjami GO2 i GO2B. W przypadku linii HUVEC inkubowanej z
wszystkimi 4 frakcjami oraz linii A549 inkubowanej z GO4 1 GO4B udziat komorek martwych
byt wyzszy niz w przypadku linii LL-24. Jednak we wszystkich przypadkach komoérek zywych
byto wielokrotnie wigcej niz martwych. Oznacza to, ze Zywotno$¢ komoérek wszystkich 3 linii
inkubowanych z 4 frakcjami GO utrzymywala si¢ na wysokim poziomie, pomimo
zauwazalnego spadku zywotnosci w przypadku linit HUVEC i komorek A549 inkubowanymi
z GO4 1 GO4B.

75



LL-24 A549
GO2 GO4 GO2 GO4

Nieinkubowane z
surowicg

Inkubowane z
surowicy

@ LL-24 i A549:
g3 Zielone — zywe
S 32 Czerwone — martwe
25
£ o
2 HUVEC:
Niebieskie- zywe

o Zielone - martwe
c
© .2
23
g
25
=z wv
<

—

200 um

Ryc. 27 Zywotnos¢ komérek linii LL-24, A549 i HUVEC inkubowanych z frakcjami GO bez kontaktu z

surowicq oraz frakcjami GO inkubowanymi z surowicq.

3.2.3. Podsumowanie, dyskusja i wnioski
Inkubacja frakcji GO2, GO4, GO2B i GO4B z komorkami linii A549, LL-24 i HUVEC
miata wplyw na aktywno$¢ metaboliczng 1 zywotno$¢ komorek. Wptyw ten zalezat od frake;i
utlenionego grafenu, rodzaju komorek oraz st¢zenia GO, oraz kontaktu go z surowicg ludzka.
Frakcja GO4 znaczaco obnizyta aktywno$¢ metaboliczng komodrek A549. Im wigksze byto

stezenie GO4, tym mniejsza byla aktywno$¢ metaboliczna komorek. Dla komorek
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inkubowanych z frakcjag GO2 aktywno$¢ metaboliczna rosta wraz z czasem inkubacji, jednak
jej wartos¢ byta mniejsza niz warto$¢ aktywnosci metabolicznej kontroli. Inkubacja komorek
A549 z frakcjami GO2B 1 GO4B nie obnizala aktywno$¢ metabolicznej komorek. Wyniki dla
frakcji GO2 1 GO2B potwierdzajg doniesienia literaturowe, wedtug ktorych ptatki utlenionego
grafenu o $rednicy kilkuset nanometréw nie obnizaja aktywnosci metabolicznej komorek *+%.
Ponadto, istnieja doniesienia o negatywnym wptywie duzych, ponad mikrometrowych ptatkow
na aktywnos$¢ metaboliczng nowotworowych komorek A549. Potwierdzajg one otrzymane w
tej pracy wyniki badan dla frakcji GO4 **'%. Wedtug innych doniesien utleniony grafen nie
obniza aktywnoéci metabolicznej komérek A549 az do stezenia 200 ug/ml %!, Jest to sprzeczne
z otrzymanymi wynikami dotyczacymi GO4 o stezeniu 100 pg/ml. Nalezy jednak podkreslic,
ze w niniejszej pracy postuzono ptatkami GO o wigkszych rozmiarach ptatkow niz tych ktorych
uzyli Chang i wspétpracownicy 1. Platki frakcji GO4 mialy 1525+/-961 nm, podczas gdy we
wspomnianym artykule ptatki GO osiggaty wielkos¢ 780+/-410 nm. Na podstawie uzyskanych
wynikow mozna stwierdzi¢, ze wicksze platki utlenionego grafenu (frakcja GO4) bardziej
obnizaja aktywno$¢ metaboliczng komorek niz platki mniejsze (frakcja GO2), co znajduje
potwierdzenie w literaturze ’®. Wedtug innych doniesien literaturowych platki utlenionego
grafenu o wielkosci kilkuset nanometréw moga mie¢ negatywny wplyw na aktywno$¢
metaboliczng komoérek 9219, Sprzeczne doniesienia mogg byé spowodowane odmiennymi
procedurami przygotowania utlenionego grafenu do badah materiatu. Wykazano, ze inkubacja
w surowicy sprawita, ze frakcja GO4 nie obnizata aktywnos$ci metabolicznej komodrek A549.
Wyniki te znajduja potwierdzenie w literaturze. Adsorpcja sktadnikéw surowicy moze obnizac
oddzialywania utleniony grafen-blona komoérkowa. W rezultacie material nie wykazuje
cytotoksycznosci wzgledem komérek ', Na podstawie barwienia réznicowego mozna
stwierdzi¢, ze zadna z frakcji nie obnizyta znaczaco zywotno$ci komorek. Najwiecej martwych
komorek zaobserwowano dla frakcji GO4 1 GO4B inkubowanych z komérkami A549. Mimo
obecnosci martwych komorek, liczba komorek zywych byta wielokrotnie wyzsza dla
wszystkich frakcji. Nawet komorki A549 inkubowane z GO4 charakteryzowaly si¢ wysoka
Zywotnoscia, pomimo znacznego spadku aktywnos$ci metaboliczne;j.

W przypadku komoérek LL-24 dodatek utlenionego grafenu zwigkszal aktywno$é
metaboliczng komorek. Aktywnos$¢ metaboliczna komoérek inkubowana z frakcjag GO4 byta
wyzsza niz w przypadku kontroli po 48 h od rozpoczecia inkubacji. Podobny efekt zauwazono
w przypadku komorek inkubowanych z frakcjami GO2B i GO4B po 48h i1 72 h od rozpoczecia
inkubacji. Nie wiadomo, dlaczego duze platki frakcji GO4 indukowaly ten efekt. Jednak w
przypadku frakcji GO2B 1 GO4B mozna zalozy¢, ze zaadsorbowane na ptatkach elementy
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surowicy odpowiadaly za zwigkszenie aktywno$ci metabolicznej komorek LL-24. W
przypadku wszystkich probek aktywnos$¢ metaboliczna rosta wraz z czasem i nie spadata
ponizej warto$ci aktywnosci metabolicznej dla kontroli. Nie znaleziono doniesien
literaturowych na temat badan oceniajacych wptyw utlenionego grafenu na komoérki LL-24.
Jednak badania na innej prawidtowej linii ptuc Beas-2B sg zbiezne z wynikami niniejszej pracy
105106 “Wyniki barwienia réznicowego potwierdzaja, ze probki utlenionego grafenu nie byty
toksyczne wzgledem komorek linii LL-24.

W przypadku linii HUVEC zadna z badanych frakcji GO nie obnizyta aktywnosci
metabolicznej tych komoérek. Wartosci aktywnos$¢ metabolicznej kontroli oraz komorek
inkubowanych ze wszystkimi 4 frakcjami byta podobna i nie zmieniata si¢ w czasie. Wyniki
barwienia roznicowego pozwalaja przypuszczaé, ze inkubacja komoérek linii HUVEC z
wszystkimi 4 frakcjami GO, nieznacznie obnizyla zywotno$¢ komoérek. Pomimo obecnosci
komorek martwych, liczba komdrek zywych byta kilkunastokrotnie wyzsza. Nie zauwazono
wyraznych roznic w zywotnosci pomiedzy komodrkami inkubowanymi z badanymi frakcjami
GO. Uzyskane wyniki nie potwierdzaja doniesien literaturowych. Wyniki uzyskane przez
Cibecchiniego i wspolpracownikow $§wiadcza o tym, ze GO o stezeniu 50 pg/ml obnizal
aktywno$¢ metaboliczng komérek HUVEC 'Y, W pracy Cao i wspétpracownikéw podobny
efekt zaobserwowano dla GO o stezeniu 100 pg/ml ', Natomiast Luo i wspétpracownicy
wykazali, ze cytotoksyczno§¢ GO zalezy od wielko$ci pltatkow. Platki o wielko$ci mniejszej
niz 500 nm w niewielkim stopniu obnizaty aktywno$¢ metaboliczng komorek, natomiast ptatki
o rozmiarach 500-5000 nm znaczaco obnizyty aktywnoéé metaboliczng komérek HUVEC %,
Powyzsze doniesienia literaturowe nie zostaly potwierdzone przez badania przeprowadzone w
ramach niniejszej pracy. Niejednoznaczno$¢ wynikow moze by¢ wynikiem réznic w rozmiarze,
strukturze 1 modyfikacji GO uzytego do badan przez rozne zespoly badawcze.

Wplyw badanych probek utlenionego grafenu na aktywno$¢ metaboliczng komorek roznit
si¢ w zaleznosci od typu komorek. Inkubacja komorek A549 z GO4 o stezeniu 100 pg/ml
znaczgco obnizala aktywno$¢ metaboliczng komoérek. W pozostatych przypadkach inkubacja
komorek z frakcjami GO nie obnizata ich aktywno$ci metabolicznej. Wszystkie frakcje
utlenionego grafenu nieznacznie obnizyly zywotno$¢ komoéorek HUVEC. Dodatkowo, frakcje
GO4 1 GO4B obnizyty zywotno$¢ komorek A549. Jednak dla kazdej frakceji 1 kazdego typu
komorki, liczba komorek zywych wielokrotnie przewyzszata liczb¢ komoérek martwych. Ze
wzgledu na obnizenie aktywno$ci metabolicznej komorek A549 przez frakcje GO4 o stgzeniu

100 pg/ml, do dalszych badan przygotowano probki o stezeniu 50 pg/ml.

78



3.3. Ocena wnikania utlenionego grafenu do komorek

Oceniono efektywno$¢ wnikania frakcji utlenionego grafenu do komérek linii A549, LL-
24 1 HUVEC. Do badan wykorzystano frakcje GO roznigce si¢ rozmiarami platkow. Ponadto
frakcje GO2B i GO4B ulegly samorzutnej modyfikacji w ludzkiej surowicy. Uzycie frakcji
GO2, GO2B, GO4 i GO4B umozliwito poznanie wplywu rozmiaru ptatkow oraz inkubacji GO
w surowicy na efektywno$¢ wnikania. Ponadto oceniono, ktory z tych czynnikow ma wigkszy
wptyw na proces wnikania GO do komoérek. Dodatkowo oceniono jaki wplyw na efektywnos¢
wnikania ma typ komorek uzytych do badan. Do pomiaréw cytometrycznych wykorzystano
probki wyznakowane barwnikiem fluorescencyjnym (FITC) o stezeniu 50 pg/ml. Wybor ten
wynika z przeprowadzonych badan aktywnosci metabolicznej i zywotnos$ci badanych komorek
oraz doniesien literaturowych. Wedtug doniesien literaturowych, probki utlenionego grafenu o
stezeniu do 50 pg/ml nie wywotuja agregacji plytek krwi — zjawiska niekorzystnego w
kontekscie dozylnego podawania badanego materialu do organizmu zywego ', Efektywno$éé
wnikania utlenionego grafenu do komoérek okreslono po 1 h i 48 h inkubacji probek z
komorkami. Wnikanie materiatlow do komorek jest procesem zachodzacym znacznie szybciej
niz spadek zywotnos$ci czy aktywnos$ci metabolicznej komorek, dlatego efektywnos$¢ wnikania
oceniono juz po 1 h inkubacji. Dodatkowo, efektywno$¢ wnikania okreslono po 48 h inkubacji
z frakcjami GO, poniewaz wedle doniesien literaturowych jest to przyblizony czas péttrwania
utlenionego grafenu we krwi naczelnych ''! oraz czas, po ktorym utleniony grafen zostaje

usunigty z organizmu myszy ''?

. We wspomnianych doniesieniach uzyto probek roznigcych sie
fizykochemicznie od probek uzytych w niniejszej pracy, niemniej, w zwigzku z ubogg literaturg

dotyczaca tej tematyki stanowity one jedyne dostepne zrodta odniesienia.

3.3.1. Efektywnos$¢ wnikania GO do komorek linii A549

Przeprowadzono pomiary efektywnosci wnikania badanych probek GO do komorek
nowotworowej linii ptuc A549. W przypadku 1 h inkubacji zauwazono, ze frakcja GO4 wnikata
do komorek A549 z najwigksza efektywnoscia (Ryc.28). Intensywnos$¢ fluorescencji
pochodzacej od FITC zwigzanego z GO4 byta ok. 7,27 razy wyzsza niz w przypadku
intensywnos$ci sygnatu tlta zarejestrowanego dla proby kontrolnej. Efektywnos$¢ wnikania
utlenionego grafenu o mniejszych ptatkach byta znacznie nizsza. Zaobserwowano jedynie ok.
2-krotny wzrost intensywnosci fluorescencji w porownaniu do proby kontrolnej. Inkubacja z
surowicg zahamowala wnikanie ptatkow utlenionego grafenu do komorek dla obu frakceji
(GO2B 1 GO4B). Ptatki frakcji GO2B nie wniknety do komorek lub efektywnosé ich wnikania

byta niska. Stosunek wielkosci sygnatu probki do wielkos$ci sygnalu kontroli wynosit ok. 1
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(Tab. 3). W poréwnaniu do frakcji GO2B, ptatki frakcji GO4B wnikaly do komoérek A549 z

wigksza efektywnoscia.

kontrola

Zliczenia

60

40
.

Zliczenia

20
L

10* 10° 104 10°
Intensywnosé sygnatu [u.]

g
=

Zliczenia

30

20

10

GO2 . GO4
1 MFI,spki 1 MF, s 5
—=1,98 |m—=7,27
1 MFlontroti ! = MFlontroii
4 _EN -
: 5 1
;nz 10° 104 108 10° Dﬂini 10° 104 108 108
Intensywnosé sygnatu [u.] Intensywnosc¢ sygnatu [u.]
GO2B B} GO4B
i MFIprébk\ MFlprébki 1 59
=110 -~ L
|V”:Ikontmli ’ - MFIkontroli
£

T ul
Tt

104

e
10% 104
Intensywnosé sygnatu

[ul

10% 10°

10

=

10%

10° 104 108 10°

Intensywnosé sygnatu [u.]

Ryc. 28 Efektywnosc wnikania probek GO inkubowanych z komorkami z dodatkiem TrypanBlue dla linii
A549 przez 1 h.

W tabeli (Tab. 3) poréwnano wyniki dla probek z dodatkiem i bez dodatku barwnika
TrypanBlue. Barwnik ten blokuje fluorescencj¢ na powierzchni komoérki umozliwiajac

2. W zwigzku z

zarejestrowanie sygnatu pochodzacego wylacznie z jej wnetrza
wyeliminowaniem sygnatu powierzchniowego spodziewano si¢ zarejestrowaé nizsze wartosci
sygnatu do kontroli dla prébek z dodatkiem TrypanBlue. Jednak zauwazono tendencje
odwrotng, a wyniki obu zestawow testow sg zblizone. Zatozono, ze rdéznice wynikajg ze
zmiennosci biologicznej probek, a zarejestrowany sygnat, we wszystkich przypadkach
pochodzit z wnetrza komorek. W zwiazku z tym, dla 48 h inkubacji probki przygotowywano

bez dodatku barwnika w celu uproszczenia 1 usprawnienia procedury.
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Tab. 3 Efektywnosc¢ wnikania badanych probek inkubowanych z komorkami linii A549 przez 1 h.

Probka| Probki bez dodatku Trypan Blue | Probki z dodatkiem Trypan Blue

GO2 1,82 1,98
GO2B 0,99 1,10
GO4 6,54 1,27
GO4B 1,51 1,59

Nastepnie okreslono intensywno$¢ wnikania badanych probek do komorek linii A549 dla
czasu inkubacji wynoszacego 48 h (Ryc. 29). Efektywnos¢ wnikania wynosita ok. 7,78; 2,12;
10,20 oraz 4,05 odpowiednio dla GO2, GO2B, GO4 i GO4B. Efektywnos$¢ wnikania dla
wszystkich frakcji w przypadku 48 h inkubacji byta duzo wyzsza niz podczas 1 h inkubacji. Jak
si¢ mozna bylo spodziewac, zwiekszony czas inkubacji przetozyt si¢ na wigksza liczbe ptatkow
utlenionego grafenu zakumulowanego w komorkach. Najwickszy wzrost efektywnosci
wnikania pomiedzy 1 h i 48h inkubacja, z 1,98 do 7,78, zauwazono dla GO2. Dla GO4
efektywnos¢ wnikania wzrosta z 7,27 do 10,20. Moze to $§wiadczy¢ o tym, ze wnikanie
mniejszych platkow jest procesem wolniejszym, niz wnikanie ptatkow o wigkszych
rozmiarach. Jednak niezbedne bytoby przeprowadzenie dalszych badan by potwierdzi¢ t¢ teze.
Wplyw wielko$ci platkow GO oraz ich inkubacji z surowicg miat ten sam charakter jak w
przypadku 1 h inkubacji. Wigksze ptatki wnikaly z wigksza efektywnoscia, natomiast inkubacja

z surowicg silnie ograniczala wnikanie utlenionego grafenu do komorek.
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Ryc. 29 Efektywnos¢ wnikania probek GO inkubowanych z komorkami A549 przez 48 h.

3.3.2. Efektywnos$¢ wnikania GO do komérek linii LL-24

Przeprowadzono pomiary efektywnosci wnikania badanych probek GO do prawidtowych
komorek linii LL-24 z i bez dodatku TrypanBlue. Po 1 h inkubacji zauwazono, ze efektywnos$¢
wnikania dla probek nieinkubowanych z surowicg byta porownywalna dla obu frakcji: 5,82 dla
GO2 oraz 5,90 dla GO4 (Ryc.30). Jest to zaleznos¢ inna niz w przypadku nowotworowych
komorek linii A549, dla ktorej zauwazono roznice w efektywnosci wnikania utlenionego
grafenu w zaleznosci od rozmiardéw platkoéw. Moze to by¢ wynikiem roéznic pomigdzy typami
komorek 1 ich odmiennymi odpowiedziami na czynniki zewnetrzne takie jak ptatki utlenionego
grafenu 7°. Zaleznoé¢ miedzy efektywno$cig wnikania a rozmiarem platkéw utlenionego
grafenu mozna natomiast zaobserwowac dla probek inkubowanych z surowica. Tak jak w
przypadku linii A549 wigksze ptatki frakcji GO4B byly wchtaniane efektywniej niz mniejsze
ptatki frakcji GO2B. Efektywnos$¢ wnikania utlenionego grafenu dla frakcji GO2B 1 GO4B
wynosita odpowiednio ok. 1,63 oraz 2,00. Tak jak w przypadku linii A549, frakcje GO2B 1
GO4B wnikaty do komoérek z mniejsza efektywnos$cia niz frakcje GO2 i GO4. Inkubacja z

surowicg ludzka obnizata efektywno$¢ wnikania utlenionego grafenu do komorek.
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Ryc. 30 Efektywnosc¢ wnikania probek GO inkubowanych z komorkami z dodatkiem TrypanBlue dla linii
LL-24 przez I h.

Dodatek barwnika TrypanBlue nieznacznie obnizat otrzymywane warto$ci internalizacji
co bylo spodziewanym efektem (Tab. 4). Roznica ta jest niewielka co oznacza, ze wigkszo$¢
ptatkow prawdopodobnie wniknela do wnetrza komorek, a pozostate uleglty adsorpcji na
powierzchni btony komoérkowej. Jednakze potwierdzenie tego wymagatoby dalszych badan, a
roznice w otrzymanych wartoSciach moga by¢ spowodowane zmienno$ciag probek
biologicznych tak jak w przypadku linii A549. Wptyw wielkosci ptatkow 1 inkubacji z surowica
jest taki sam w przypadku probek inkubowanych jak 1 nieinkubowanych z surowica. W zwigzku
z tym, dla 48 h inkubacji prébki przygotowywano bez dodatku barwnika w celu uproszczenia i

usprawnienia procedury.
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Tab. 4 Efektywnos¢ wnikania badanych probek GO inkubowanych z komorkami linii LL-24 przez 1 h.

Probka | Probki bez dodatku Trypan Blue | Probki z dodatkiem Trypan Blue

GO2 6,30 5,82
GO2B 1,75 1,63
GO4 6,31 5,90
GO4B 2,06 2,00

Efektywnos$¢ wnikania badanych frakcji ptatkéw utlenionego grafenu inkubowanych przez
48 h (Ryc.31) byla wyzsza w pordéwnaniu z inkubacja 1 h. W przypadku GO2 wartosci
efektywnosci wnikania réznity si¢ w niewielkim stopniu: 6,30 i 6,44 odpowiednio dla 1 hi48
h inkubacji. Dla pozostalych probek odnotowano znaczny wzrost efektywnosci akumulacji
ptatkow GO. Efektywno$¢ wnikania wynosita ok. 6,44; 3,63; 11,46 oraz 5,01 odpowiednio dla
GO2, GO2B, GO4 1 GO4B. Wplyw wielkosci platkoéw oraz inkubacji z surowica byt
analogiczny do tego zaobserwowanego dla komorek linii A549, wigksze platki wnikaly z

wigksza efektywnoscig a inkubacja z surowicg hamowata wnikanie ptatkow GO do komorek.
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Ryc. 31 Efektywnos¢ wnikania probek GO inkubowanych z komorkami LL-24 przez 48 h.

3.3.3. Efektywnos$¢ wnikania GO do komorek linii HUVEC

Przeprowadzono pomiary efektywnosci wnikania frakcji GO2, GO2B, GO4 1 GO4B do
prawidtowych komorek linit HUVEC z 1 bez dodatku TrypanBlue. W przypadku 1 h inkubacji
GO2 1 GO4 z komoérkami HUVEC odnotowano wysoka efektywno$¢ wnikania w porownaniu
z pozostatymi, badanymi liniami komdorkowymi: sygnal byt odpowiednio 60,29 i 48,26 razy
wiekszy w stosunku do kontroli dla GO2 1 GO4 (Ryc.32). Moze to wskazywac¢ na gwattowny
przebieg internalizacji w pierwszej godzinie inkubacji komorek z frakcjami GO. Ponadto,
podobnie jak dla komorek A549 1 LL-24 zauwazono zahamowanie procesu internalizacji dla
frakcji GO inkubowanych z surowicg ludzka. W odroznieniu od badan na liniach komérkowych
phuc, w przypadku komoérek inkubowanych z GO2B 1 GO4B, nie zauwazono zwigkszonej
efektywnosci wnikania ptatkow o wigkszych rozmiarach (frakcja GO4B). W przypadku frakcji
GO nieinkubowanych z surowicg (GO2 i GO4) efektywno$¢ wnikania byta wyzsza dla frakcji

o mniejszych rozmiarach ptatkow (GO2).
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Ryc. 32 Efektywnos¢ wnikania probek inkubowanych z komorkami z dodatkiem TrypanBlue dla linii
HUVEC przez 1 h.

W przypadku linii HUVEC wyniki probek z dodatkiem TrypanBlue oraz prébek bez
dodatku tego barwnika byly zblizone (Tab.5) Spodziewano si¢ jednak zarejestrowac nizsze
warto$ci sygnatu do kontroli dla probek z dodatkiem TrypanBlue. Zatozono, Ze rdznice
wynikaja ze zmienno$ci biologicznej probek, a caly zarejestrowany sygnal, we wszystkich
przypadkach, pochodzit z wnetrza komorek. W zwiazku z tym, dla 48 h inkubacji probki

przygotowywano bez dodatku barwnika w celu uproszczenia i usprawnienia procedury.

Tab. 5 Efektywnos¢ wnikania badanych probek GO inkubowanych z komorkami linii HUVEC przez 1 h.

Probka | Probki bez dodatku Trypan Blue | Probki z dodatkiem Trypan Blue

GO2 57,79 60,29
GO2B 6,74 6,98
GO4 48,76 48,26
GO4B 6,72 6,92

86



Po 48 h inkubacji stosunek intensywnosci fluorescencji komorek inkubowanymi z
frakcjami GO do kontroli wynosit odpowiednio 5,69; 2,47; 10,00 oraz 3,72 dla frakcji GO2,
GO2B, GO4 1 GO4B (Ryc. 33). Tak jak w przypadku 48 h inkubacji frakcji GO z komorkami
linii A549 1 LL-24, wigksze platki wykazywaty wigksza efektywnos$¢ internalizacji. Podobnie,
inkubacja z surowicg ludzka hamowata proces wnikania badanych probek do komorek linii

HUVEC.
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Ryc. 33 Efektywnos¢ wnikania probek GO inkubowanych z komorkami linii HUVEC przez 48 h.

3.3.4. Wnhnioski i dyskusja

Oceniono wptyw inkubacji z surowicg oraz wielkosci ptatkéw utlenionego grafenu na jego
efektywno$¢ wnikania do trzech typow komorek: nowotworowej linii pluc A549,
prawidlowych fibroblastow ptuc LL-24 oraz prawidlowych komorek §rodbtonkowych zyly
pepowinowej] HUVEC. Dla czasu inkubacji wynoszacego 1 h zauwazono, ze wptyw tych
dwoch badanych czynnikow jest rozny w zalezno$ci od typu komoérkowego. W przypadku
nowotworowych komorek linii A549 zauwazono, ze zarowno w przypadku materiatow GO
nieinkubowanych jak 1 inkubowanych z surowicg ludzka, efektywnos$¢ wnikania jest wyzsza w
przypadku ptatkow o wigkszych rozmiarach. W przypadku prawidtowych komorek linii LL-24

takg zalezno$¢ zaobserwowano jedynie dla probek nieinkubowanych z surowicg. Natomiast w
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przypadku linii HUVEC zalezno$¢ te zaobserwowano jedynie dla prébek inkubowanych z
surowicg. Przyczyna tych réznic moga by¢ roéznice w morfologii oraz funkcjonowaniu
poszczegdlnych typow komorek. W zaleznosci od typu i miejsca pochodzenia komorka moze
charakteryzowac si¢ r6zng iloscia i rodzajem receptordw na swojej powierzchni oraz réznym
profilem ekspresji genow, co moze przektadaé si¢ na odmienne mechanizmy oddziatywania z
materialami takimi jak utleniony grafen 7%,

Niezaleznie od typu linii komérkowej inkubacja z komercyjnie dostepng surowicg ludzka
hamowata proces internalizacji. Przyczyna takiego zjawiska moze by¢ ostabienie fizycznych
odziatywan mig¢dzy ptatkiem utlenionego grafenu a blong komorkowa przez elementy surowicy
zaadsorbowane na powierzchni GO '™ W wyniku tej zmiany moze nastgpi¢ oslabienie
powinowactwa ptatka utlenionego grafenu do lipidéw btony komoérkowej. Wedle obecnej
wiedzy materiat wprowadzony do organizmu zywego ulega przemianom w wyniku
oddziatywan z biologicznie aktywnymi molekulami ptynéw ustrojowych. Bialka i inne
sktadniki surowicy moga ulec adsorpcji na powierzchni ptatka grafenu ''°, Wedle doniesien
literaturowych wplyw tego zjawiska na efektywnos$¢ wnikania nie jest jednoznaczny i zalezy
od rodzaju zaadsorbowanych skladnikow surowicy. W niektérych przypadkach sktadniki
zaadsorbowane na powierzchni materialu moga posredniczy¢ w internalizacji materialu tym
samym ulatwiajac przenikniecie przez btone komérkowa 8¢, Jednakze inne badania wykazaty,
ze inkubacja materialu w ptynach biologicznych moze powodowac¢ zahamowanie internalizacji
materiatu przez komorki **’. Doktadne poznanie tego zjawiska wymaga wigkszej ilosci,
bardziej szczegdtowych badan.

Wyniki 48 h inkubacji dla wszystkich trzech typéw komorek byty spojne. Inkubacja z
surowica miat wigkszy wplyw na efektywno$¢ wnikania niz rozmiar ptatkoéw. Inkubacja z
surowica hamowata wnikanie utlenionego grafenu do komorek. Ponadto zauwazono, ze w
odrdznieniu od inkubacji 1 h, we wszystkich przypadkach wigksze platki wnikaly efektywniej
do komorek. Jest to efekt odwrotny od spodziewanego. Wedlug wspotczesnej wiedzy
wiegkszo$é materiatdw, w tym utleniony grafen dostaje sie do komoérki na drodze endocytozy *.
Wiekszo$¢ mechanizméw endocytozy preferuje internalizacje czgstek matych, ok. 100 nm .
Wedle doniesien literaturowych mate czastki wnikaja do wnetrza komorek z wyzsza
efektywnosciag niz wigksze, podczas gdy wigksze czastki ulegajg adhezji po zewnetrznej stronie
btony komorkowej 713114 Wyniki innych badan wskazuja, ze nie jest to uniwersalna
zalezno$¢ 1>, Rezultaty przedstawione w niniejszej pracy wskazuja na bardziej efektywne
wnikanie wiekszych platkow. Moze to by¢ zwigzane z wigksza powierzchnig oddziatywan

miedzy duzym platkiem a blong komorkowa. Wyniki sa sprzeczne z doniesieniami

88



73114 - Nalezy tu jednak zaznaczyé, ze platki utlenionego grafenu

literaturowymi
wykorzystane w badaniach, mialy znacznie wigksze rozmiary niz 100 nm. Istnieje wigc
podejrzenie, ze nie byly one internalizowane na drodze mechanizmow dedykowanych
czastkom o rozmiarach ok. 100 nm, takich jak uprzednio wspominana w doniesieniach
literaturowych klatrynozalezna endocytoza "7°. Mozna wiec przypuszczaé, ze gtdwnymi
drogami wnikania byty szlaki pozwalajagce na transport wigckszych czastek takie jak
makropinocytoza lub fagocytoza. Kolejng mozliwoscig jest transport pasywny poprzez
mechaniczne przebicie blony. Jednak testy aktywnos$ci metabolicznej 1 zywotnosci komorek
wykonane w ramach pracy wskazywaly na zachowanie przez wszystkie typy komorek
integralnosci blony komorkowej nawet dla frakcji o wigkszych rozmiarach platkow. Proby
ustalenia doktadnego mechanizmu wymagaja dalszej pracy w tym kierunku.

Niniejsze badania sg jedng z pierwszych prob oceny jednoczesnego wptywu inkubacji w
surowicy 1 rozmiarow ptatkow GO na ich efektywno$¢ wnikania do komorek ssaczych
réznigcych si¢ morfologia, pochodzeniem oraz typem. Zaobserwowano, ze efekt inkubacji z
surowicg ma dominujacy wplyw na efektywno$¢ wnikania w stosunku do rozmiaru platkow.
Zauwazono tez, ze zalezno$ci te zmieniajg si¢ w czasie i dla réznych typow komoérek. W celu
doglebnego poznania zjawiska wnikania utlenionego grafenu do komoérek wymagane jest
jeszcze duzo pracy, jednak wyniki uzyskane w niniejszych badaniach dodajg nowych informacji

zapelniajac luke w wiedzy w tym temacie.

3.4. Proba oceny mechanizmu wnikania utlenionego grafenu do komorek ssaczych

W celu uzyskania bardziej kompleksowej wiedzy na temat zjawiska wnikania utlenionego
grafenu do komorek, dokonano proby poznania mechanizmu jego wnikania. Wiedza ta mogtaby
umozliwi¢ poznanie przyczyn roznic w efektywnosci wnikania dla poszczeg6lnych frakcji GO.
W tym celu wykorzystano chemiczne inhibitory szlakow komérkowych odpowiedzialnych za
pobieranie czastek z otoczenia. Chloropromazyna (CH) blokuje szlaki endocytozy z wyjatkiem
makropinocytozy 1 fagocytozy. Jej mechanizm dzialania nie jest doktadnie poznany jednak
uwaza si¢, z prawdopodobnie blokuje ekspresj¢ biatka AP-2. Chlorochinon (CQ) jest
inhibitorem klatrynozaleznej endocytozy i oddziatuje bezposrednio na klatryne. Dynasore (Dy)
blokuje aktywno$¢ dynaminy tym samym blokujac dynaminozalezne szlaki oraz
makropinocytoze 1 fagocytoze. 7-ketocholesterol (7-K) zapobiega Scistemu upakowaniu reszt
acylowych. W rezultacie blokuje to endocytoze niezalezng od klatryny i dynaminy (mechanizm

CLIC/GEEC). 2-deoksyglukoza (2-D) jest ogdlnym inhibitorem transportu aktywnego. Blokuje
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glikolize tym samym ograniczajac iloéé¢ ATP i NADH w komorce **.Wspomniane szlaki jak i

ich inhibitory zaproponowano w oparciu o dostepna literature *

3.4.1. Cytotoksycznos$¢ inhibitorow
Wyzej wymienione substancje maja ogromny wplyw na funkcjonowanie komorek. W
zwigzku z tym pierwszym krokiem bylo ustalenie bezpiecznego stezenia inhibitorow
endocytozy dla komorek. W tym celu wykorzystano test aktywno$ci metabolicznej
AlamarBlue™. Rodzaje probek oraz ich stezenia podsumowano w tabeli (Tab.6). Stezenia

inhibitoréw byly dobrane na podstawie doniesien literaturowych.

Tab. 6 Stezenia inhibitorow szlakow endocytozy.

Chloropromazyna (CH) 20 10 5 7
Chlorochinon (CQ) 128 64 32 93
Dynasore (Dy) 160 80 40 4
7-ketocholesterol (7-K) 24 12 6 93
2-deoksyglukoza (2-D) 16000 | 800 | 400 77

3.4.1.1. Cytotoksyczne dzialanie inhibitorow na komorki linii A549

Oceniono wplyw inhibitorow endocytozy na aktywno$¢ metaboliczng nowotworowych
komorek linii A549 (Ryc.34). Komorki inkubowane z inhibitorami przez 1 h nie wykazaty
spadku aktywno$ci metabolicznej. Najnizszg aktywno$¢ metaboliczng odnotowano dla
chlorochinonu o stezeniu 128 pg/ml 1 wynosita ona 85% aktywnosci kontroli. Dla czasu
inkubacji wynoszacego 48 h odnotowano spadek aktywnosci metabolicznej komorek. Réwniez
w tym przypadku najwigkszy spadek aktywnos$ci metabolicznej odnotowano dla probek
inkubowanych z chlorochinonem. Dla probki o najnizszym stezeniu chlorochinonu aktywnos¢

metaboliczna stanowita 37% w stosunku do kontroli.
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Ryc. 34 Aktywnos¢ metaboliczna komorek A549 inkubowanych z wybranymi inhibitorami szlakow

endocytozy.

3.4.1.2. Cytotoksyczne dzialanie inhibitoréw na komorki linii LL-24

W przypadku prawidtowych komorek linii LL-24 1 h inkubacja z inhibitorami nie obnizyta
znaczaco aktywnos$ci metabolicznej komorek. Duzy rozrzut wartosci zaobserwowano dla 2-
deoksyglukozy. Jednak nawet w tym przypadku najnizsze zarejestrowane wartosci dla stezen
16, 8 1 4 mg/ml wynosily odpowiednio 64%, 65%, 83% kontroli. Wartosci $rednie wynosity
odpowiednio 91%, 103% 1 104%. W przypadku inkubacji 48 h najnizsza aktywnos$é
metaboliczng zanotowano dla probek chlorochinonu. Stanowita ona ok. 30% warto$ci kontroli

(Ryc.39).

91



180% -

160% B Inkubacja 1h
b

140% | @ Inkubacja 48h
120% A
100% -
80% -
60% A
40% A
20% -

0% -

Aktywnos$¢ metaboliczna [%kontroli]

Ryc. 35 Aktywnos¢ metaboliczna komorek LL-24 inkubowanych z wybranymi inhibitorami szlakow

endocytozy.

3.4.1.3. Cytotoksyczne dzialanie inhibitoréw na komérki linii HUVEC

W przypadku prawidtowych komoérek linii HUVEC podczas 1 h inkubacji najnizsza
aktywno$¢ metaboliczng odnotowano dla 2-deoksyglukozy (Ryc.36). W tym przypadku
aktywnos¢ metaboliczna probek o st¢zeniu 16, 8 1 4 mg/ml wynosita odpowiednio 69%, 74% 1
72% kontroli. W przypadku 48 h inkubacji z 2-deoksyglukoza aktywno$¢ metaboliczna spadata
o okoto potowe dla wszystkich stezen. Najnizszg aktywno$¢ metaboliczng zaobserwowano dla
najbardziej stezonej probki chloropromazyny. Stanowita ona ok. 40% wartosci sygnatu dla

kontroli.
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Ryc. 36 Aktywnos¢ metaboliczna komorek HUVEC inkubowanych z wybranymi inhibitorami szlakow

endocytozy.

3.4.1.4. Wnioski
W przypadku 1 h inkubacji aktywno$¢ metaboliczna wszystkich komorek utrzymywata sie
na poziomie bliskim kontroli. Nawet aktywno$¢ komorek inkubowanych z najwyzszymi
stezeniami probek nie spadta ponizej 70%. Dlatego do dalszych badan uzyto chloropromazyny
o stezeniu 20 pg/ml, chlorochinonu o stezeniu 128 pg/ml, Dynasoru o stezeniu 160 pg/ml, 7-

ketocholesterolu o stezeniu 24 pg/ml oraz 2-deoksyglukozy o stezeniu 16 mg/ml.

3.4.2. Badanie mechanizmu wnikania GO do komorek

Mechanizm wnikania pochodnych GO do komorek ssaczych oceniano analogicznie do
efektywnosci wnikania. Inhibitory 1 frakcje GO2, GO2B, GO4 i GO4B inkubowano z
komorkami linii A549, LL-24 i HUVEC. Proba kontrolng byty frakcje inkubowane wylacznie
z probkami utlenionego grafenu. Z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej oceniono
intensywno$¢  fluorescencji  wszystkich probek. Intensywno$¢ fluorescencji  byla
proporcjonalna dla efektywno$ci wnikania. Por6wnano intensywnosci sygnatlu utlenionego
grafenu inkubowanego z inhibitorami z intensywnoscig sygnatu kontroli. Przyjmuje sig¢, ze jesli
inhibitor znacznie obniza wnikanie utlenionego grafenu, blokowany przez niego szlak bierze
udziat w wchtanianiu grafenu do komoérek 7°. Wyniki przedstawiono jako % intensywnosci

sygnatu kontroli.
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3.4.2.1. Badanie mechanizmu wnikania GO do komorek A549

W przypadku frakcji GO2 i GO2B nie zauwazono zahamowania wnikania dla wszystkich
z badanych probek, nawet dla 2-deoksyglukozy (2-D). 2-deoksyglukoza jest inhibitorem
transportu aktywnego. Brak zahamowania wnikania dla probki z 2-deoksyglukoza moze
wskazywac na pasywny charakter mechanizmu wnikania. W przypadku probek GO4 i GO4B
udato si¢ wykona¢ tylko jeden pomiar (stad brak odchylenia standardowego na wykresie).
Réwniez w tym przypadku nie odnotowano znaczacych spadkéw efektywnosci wnikania.
Najwickszy spadek efektywnosci wnikania odnotowano dla GO4B inkubowanej z 2-
deoksyglukoza. Wynosit on 77% efektywnosci kontroli. Moze to $wiadczy¢é o tym, ze

przynajmniej cze$¢ transportu odbywa si¢ w sposob aktywny (Ryc.37).
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Ryc. 37 Efektywnos¢ wnikania probek utlenionego grafenu do komorek linii A549 w obecnosci

inhibitorow wyrazona jako % efektywnosci kontroli.

3.4.2.2. Badanie mechanizmu wnikania GO do komoérek LL-24

Pomiary wykonane dla komorek LL-24 cechuja si¢ duzym rozrzutem wynikow, zwlaszcza
dla frakcji GO2 i GO2B. Na podstawie przedstawionych wynikow mozna przypuszczaé, ze
zaden z uzytych inhibitorow nie mial wpltywu na efektywnos¢ wnikania utlenionego grafenu.
W przypadku frakcji GO2 1 GO2B, ptatki badanego materiatu prawdopodobnie wniknety w
wiekszej ilosci niz w przypadku kontroli, jednak ze wzgledu na duzy rozrzut wynikéw nie
mozna doj$¢ do jednoznacznej konkluzji (Ryc. 38). Najwigkszy $redni spadek efektywnos$ci
wnikania zanotowano dla frakcji GO4B inkubowanej z Dynasore. Wynosit on ok. 72%. Jednak

rowniez w tym przypadku nie mozna wyciggna¢ jednoznacznych wnioskow ze wzgledu na duze
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warto$ci odchylenia standardowego. Przypuszczenia o istotnym wplywie Dynasore na
wnikanie ptatkdw poddaje w watpliwos¢ fakt, ze w przypadku 2-deoksyglukozy efekt byt
mniejszy. 2-deoksyglukoza jest ogdlnym inhibitorem wszystkich szlakéw endocytozy ©*.
Dlatego efekt hamowania powinien by¢ co najmniej tak samo znaczacy jak kazdego innego

specyficznego inhibitora.
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Ryc. 38 Efektywnos¢ wnikania probek utlenionego grafenu do komorek linii LL-24 w obecnosci

inhibitorow wyrazona jako % efektywnosci kontroli.

3.4.2.3. Badanie mechanizmu wnikania GO do komorek HUVEC

W przypadku prawidtowych komérek HUVEC przeprowadzono dwa niezalezne pomiary.
Jednak ze wzgledu na bardzo duze rozbieznosci wynikow przedstawiono je na dwoéch
oddzielnych wykresach. W przypadku 1 pomiaru (Ryc. 39 A) odnotowano kilkukrotnie wyzsza
efektywnos¢ wnikania w przypadku frakcji GO4 w poroéwnaniu do kontroli. Tak wysokie
warto$ci moga wskazywa¢ na blad pomiarowy. Dalsze badania bylyby niezbedne, aby
zidentyfikowaé przyczyng tego btedu. W przypadku frakcji GO2 i GO2B zauwazono
zahamowanie wnikania w obecnos$ci wszystkich inhibitorow. W przypadku GO2 efektywnos¢
wnikania spadta do 20-30% w zaleznos$ci od inhibitora. W przypadku GO2B efektywnos$¢
wnikania spadta do 40-50% w zalezno$ci od inhibitora. Moze to oznacza¢, ze w internalizacje
grafenu zaangazowany jest wigcej niz jeden szlak endocytozy. W przypadku frakcji GO4B
najmniejszy wplyw na efektywnos¢ wnikania zarejestrowano dla 7-ketocholesterolu.

Efektywnos$¢ wnikania ptatkéw GO4B wspoétinkubowanych z 7-ketocholesterolem wynosita
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87%. Inne specyficzne inhibitory (CH, CQ i Dy) obnizyty efektywno$¢ wnikania do ok. 40-
55% wzgledem kontroli w zalezno$ci od inhibitora. Jednak 2-deoksyglukoza, bedaca ogdélnym
inhibitorem transportu aktywnego, zahamowata wnikanie jedynie do 69% warto$ci kontrolne;.
Teoretycznie 2-deoksyglukoza powinna hamowa¢ wnikanie tak samo efektywnie jak inhibitory
specyficzne. W celu wyjasnienia tej sprzecznos$ci potrzebne jest wykonanie wigkszej ilosci
testow.

W przypadku pomiaru 2 (Ryc.39 B) zauwazono kilkukrotnie wyzszg efektywnosc
wnikania w przypadku frakcji GO2B wspotinkubowanej z chlorochinonem w poréwnaniu do
kontroli. Tak jak w przypadku frakcji GO4 w pomiarze 1, ocenienie tego zjawiska wymagatoby
dodatkowych badan. 2-deoksyglukoza jedynie w malym stopniu zahamowata wnikanie frakcji
GO2B. Efektywno$¢ wnikania wynosita 75% kontroli. W przypadku Dynasore efektywno$é¢
wnikania GO2B wynosita 81% kontroli. Pozostate inhibitory nie hamowaty procesu wnikania
ptatkéw GO2B do komorek. W przypadku frakcji GO2 7-ketocholesterol i 2-deoksyglukoza
nie hamujg internalizacji ptatkow. W przypadku pozostatych inhibitoréw efektywnos$¢ wnikania
wynosi 80-90% kontroli. W przypadku GO4 2-deoksyglukoza nie hamowata wnikania.
Pozostate inhibitory obnizaly efektywnos¢ wnikania do ok.40-60% wartosci dla kontroli. W
przypadku frakcji GO4B zauwazono podobne zjawisko z ta roznica, ze 2-deoksyglukoza
obnizata wnikanie do 75% wartosci kontroli. Otrzymane wyniki moga wskazywaé na
zaangazowanie wielu mechanizméw internalizacji we wnikanie GO do komorek. Tak jak w
wyzej opisanych przypadkach zastanawiaja wysokie warto$¢ efektywnosci wnikania dla

komorek inkubowanych z 2-deoksyglukoza.
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Ryc. 39 Efektywnos¢ wnikania probek utlenionego grafenu do komorek linii HUVEC w obecnosci

inhibitorow wyrazona jako % efektywnosci kontroli. A) Pomiar 1. B) Pomiar 2.

3.4.3. Whnioski

Tematyka niniejszej pracy nie obejmowala dokladnego poznania szlakéw wnikania
utlenionego grafenu do komorek. Jednak uzyskanie tych informacji uznano za intersujace
uzupehienie badan. W rezultacie podj¢to probe ustalenia mechanizmu wnikania GO do
komorek. Niestety z powodu ograniczonych ram czasowych i materialowych, nie udato si¢
wykona¢ zadowalajacej liczby powtorzen testowych dla badanych probek. W zwigzku z tym
wyniki eksperymentow wydaja si¢ bys$ sprzeczne 1 niejednoznaczne. W przypadku komorek

A549 1 LL-24 nie zauwazono wplywu inhibitor6w na wnikanie GO do komoérek. W tym
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przypadku mozna przypuszczac, ze ptatki GO wnikaty do komorek pasywnie. Prosta dyfuzja
przez btong nie mogla zajs¢ ze wzgledu na duzy rozmiar ptatkéw. Bardziej prawdopodobnym
mechanizmem wydaje si¢ ,,przecinanie” blony komorkowej ptatkéw przez ptatki i1 interakcja
GO z lipidami blony komorkowej. Jednak ten typ transportu oznaczatby przerwanie blony
komorkowej 1 w nastgpstwie prawdopodobng $mieré komorki. Jednak w toku badan nie
zauwazono przerwania bton komorkowych ani zwigkszonej $miertelnosci komorek. Innym
wyjasnieniem jest adsorpcja ptatkOw na zewnetrznej stronie btony komorkowej. Jednak zdjgcia
z mikroskopu konfokalnego oraz wyniki testow cytometrycznych efektywno$ci wnikania
wskazuja na to, ze przynajmniej czg$¢ przenikngta przez blone komorkows. Z kolei w
przypadku liniit HUVEC zauwazono wptyw inhibitoréw na wnikanie. W tym przypadku mamy
prawdopodobnie do czynienia z transportem aktywnym w ktory jest zaangazowany wigcej niz
jeden szlak wnikania. Zastanawiajacy jest jednak efekt silniejszej inhibicji dla inhibitorow
konkretnych szlakéw wnikania (CH, CQ, Dy i 7-K) niz dla inhibitora transportu aktywnego (2-
D). Teoretycznie, zahamowanie catego transportu aktywnego powinno mie¢ zawsze wigkszy
lub réwny wptyw na wnikanie niz zahamowanie konkretnego szlaku wnikania 7’

Poznanie mechanizmu wnikania materialdw do komorek ssaczych jest bardzo waznym
zagadnieniem w kontek$cie materiatow o potencjalnym zastosowaniu w medycynie. Dlatego,
mimo ze nie byt to gtowny cel niniejszej pracy, podjeto probe poznania mechanizmu wnikania
GO do komorek. Niestety niejednoznaczno$¢ wynikdw 1 niewystarczajaca liczba powtorzen w
niektorych przypadkach, uniemozliwily wyciagnigcie wiazacych wnioskéw. Zjawisko
wnikania materiatow do komoérek jest niezwykle ztozonym zagadnieniem. W celu jego

poznania niezbedne sg dalsze badania uwzgledniajace wieloaspektowa nature tego zjawiska.

3.5. Badania lokalizacji wewngtrzkomorkowej utlenionego grafenu

W celu potwierdzenia pomyslnej internalizacji GO do komoérek wykonano obserwacj¢ z
uzyciem mikroskopu konfokalnego. Docelowa lokalizacja materialu w komodrce moze
dostarczy¢ informacji na temat drogi wnikania badanego materiatu przez bton¢ komoérkowa do
wnetrza komorki lub na temat dalszych oddzialywan z komorka. Je§li material znajduje sie w
cytoplazmie, moze on oddzialywa¢ z komoérka swobodniej niz materiat zamknigty w
organellach takich jak endo-, lizo- czy egzosomy. Moze to tez oznacza¢, ze material potrafi
przedosta¢ si¢ z endosomow 1 lizosoméw do cytoplazmy lub wnikngl bez posrednictwa
pecherzykow endosomalnych. Materiat, ktory nie jest w stanie wydostaé si¢ z endosomow

bedzie rowniez bardziej podatny na usuwanie go z komoérki na drodze egzocytozy. Z kolei
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akumulacja materiatu w jadrze moze $wiadczy¢ o jego genotoksycznos$ci lub o potencjalnym
zastosowaniu w terapii genowej 17,

W celu oceny wewnatrzkomorkowej lokalizacji frakcji GO2, GO2B, GO4 1 GO4B w
komorkach A549, LL-24 1 HUVEC wykonano dwa rodzaje barwien. W obu przypadkach
frakcje GO byly wyznakowane FITC dajacym zielony sygnat fluorescencyjny. Wybarwienie
jadra komorkowego barwnikiem Hoechst i cytoszkieletu koniugatem AlexaFluor™633-
Falloidyna pozwolito na okreslenie wewnatrzkomorkowego potozenia GO w cytoplazmie i
wzgledem jadra komorkowego. Z kolei wybarwienie blon komoérkowych barwnikiem
BioTracker™ 400 Blue miato za zadanie okreslenie interakcji migdzy ptatkami GO a blonami
komorki. Badania przeprowadzono dla 1 h i 48 h inkubacji komorek z probkami materiatu o

stezeniu 50 pg/ml. Zdjecia wykonano za pomoca mikroskopu konfokalnego. Umozliwilo to

uzyskanie obrazéw z konkretnych ptaszczyzn komorki.

3.5.1. Lokalizacja GO w komoérkach A549

Ponizej przedstawiono przyktadowe obrazy otrzymane w wyniku wybarwienia jader
(Hoechst) 1 cytoszkieletu (AlexaFluor™633-Falloidyna) komoérek A549 inkubowanych z
frakcjami GO przez 1 h (Ryc.40).
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Ryc. 40 Obrazy komorek A549 z wybarwionym cytoszkieletem i jgdrem komorkowym inkubowane z
probkami GO przez 1 h.

Zinternalizowany GO byt widoczny w postaci zielonego sygnatu. Dla wszystkich frakcji
GO zaobserwowano sygnal w postaci ziarnistosci zlokalizowany w poblizu jadra
komorkowego. Oznacza to, ze ptatki utlenionego grafenu moga znajdowac si¢ wewnatrz
pecherzykow btonowych komorki takich jak lizosomy i endosomy (Ryc.41). W przypadku
frakcji GO4 zaobserwowano sygnal punktowy, jednak nie tak wyrazny jak w przypadku
pozostatych frakcji. Prawdopodobnie w tym przypadku poczatkowo ostry punktowy sygnat
ulegt rozmyciu w wyniku uwolnienia ptatkow GO z pecherzykdéw do cytoplazmy. Ponadto w
przypadku wszystkich frakcji zaobserwowano réwnomierny w catej objetosci komorki sygnat.

Pochodzi on od GO prawdopodobnie zdyspergowanego w cytoplazmie w stanie wolnym.
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Ryc. 41 Punktowy sygnat od GO zamknigtego w pecherzykach blonowych (niebieskie strzatki) oraz

rozmyty sygnat od GO znajdujgcego si¢ w cytoplazmie (czerwony obszar).

Analogiczne barwienie zostalo wykonane dla 48 h inkubacji (Ryc.42). Rowniez w tym
przypadku zaobserwowano jednolity, zdyspergowany sygnat. Oznacza to, Ze ptatki wszystkich
badanych frakcji GO wystgpowaly gldwnie w stanie wolnym w cytoplazmie. Punktowy sygnat
pochodzacy od GO mogacego by¢ otoczonym przez organelle komérkowe byt mniej
zauwazalny. Zwigkszona obecnos¢ GO w cytoplazmie moze wynika¢ z faktu dluzszej
inkubacji. Dhuzsza inkubacja to wigcej czasu na uwolnienie platka utlenionego grafenu z

pecherzyka blonowego do cytoplazmy.
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Ryc. 42 Obrazy komorek A549 z wybarwionym cytoszkieletem i jgdrem komorkowym inkubowane z GO

przez 48 h.

Wybarwiono blony komorkowe w komoérkach linii A549 1 inkubowano z frakcjami GO
przez 1 h (Ryc. 43). Wybarwienie blony komorkowej umozliwito doktadniejsza oceng stopnia
kolokalizacji badanych probek z pecherzykami blonowymi. Dla kazdej frakcji zauwazono
agregaty GO zlokalizowane poza obrysem komorki. Przylegaly one do zewngtrznej strony
btony komorkowej. W przypadku frakcji GO2, GO2B i GO4B nie odnotowano wyraznej
kolokalizacji utlenionego grafenu i wewngetrznych struktur blonowych. Platki utlenionego
grafenu tych frakcji byly zlokalizowane wolne w cytoplazmie. Wynik ten dziwi w kontekscie
wyraznego punktowego sygnalu komorek z wybarwionym cytoszkieletem i jadrem, poniewaz

inkubacja komoérek z GO miata w obu przypadkach identyczny przebieg. Nalezy jednak
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pamietaé, ze internalizacja materiatdw do komorek to proces dynamiczny. W przypadku
komorek z wybarwionymi blonami nie wyklucza sig, ze ptatki GO2, GO2B i GO4B réwniez
poczatkowo byly zamknig¢te w lizo- lub endosomach, jednak w chwili uzyskania obrazu
wiekszo$¢ platkow przedostata si¢ z pecherzykow btonowych do cytoplazmy. W przypadku
frakcji GO4 mozna zauwazy¢ wyrazny sygnal od utlenionego grafenu zamknigtego w

pecherzykach btonowych.

GO2 GO2B GO4 GO4B

NAtOZONE
OBRAZY

UTLENIONY
GRAFEN

BLtONY
KOMORKOWE

-40um
Skala: ¢YM
Ryc. 43 Obrazy komorek A549 z wybarwionymi btonami komorkowymi inkubowane z GO przez 1 h.

Nauwage zastuguje fakt, ze po 48 h inkubac;ji, dla frakcji GO2, GO2B i GO4B, zauwazono
kolokalizacje utlenionego grafenu i struktur blonowych, natomiast dla GO4 nie (Ryc. 44). Jest
to sytuacja odwrotna niz w przypadku inkubacji 1 h. Nalezy pamigtac, ze GO4 odznaczat si¢
najefektywniejszym wnikaniem GO do komorek, natomiast internalizacja i dalsze interakcje
materiat-komorka sg procesami dynamicznymi. Zauwazone roéznice moga by¢ przejawem
roznych dynamik procesow zwigzanych z internalizacja GO, charakterystycznych dla

poszczeg6lnych frakcji.
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Ryc. 44 Obrazy komorek A549 z wybarwionymi btonami komorkowymi inkubowane z GO przez 48h.

W celu przeprowadzenia analizy ilo$ciowej wykorzystano program Imagel. Z jego
uzyciem okreslono wartosci intensywnosci sygnatu pochodzacego od znakowanego FITC
utlenionego grafenu, uzyskanego podczas obrazowania komorek (Tab. 7). Tak jak w przypadku
pomiaru cytometrycznego (Ryc. 28 i 29) zaobserwowano wyrazny spadek intensywnosci
sygnatu dla materiatéw GO preinkubowanych z surowicg. Rowniez fakt, ze najintensywniejszy
sygnat pochodzil od GO4 po 48 h inkubacji jest w zgodzie z dotychczasowymi ustaleniami.
Zastanawiajacy jest jednak brak roéznic w intensywnosci sygnatu pomigdzy frakcjami GO2 i
GO4 dla inkubacji 1 h. Dziwi rowniez mniejszy sygnat dla frakcji GO2 inkubowanej przez 48
h w stosunku do sygnatu tej samej frakcji inkubowanej przez 1 h. Wyjasnienie tych réznic
wymagatoby przeprowadzenia dodatkowych badan. Cytometria przeptywowa jest metoda
wysokoprzepustowa umozliwiajaca okreslenie wigkszej ilosci probek niz przeprowadzona z
uzyciem ImageJ analiza obrazu. Dlatego iloSciowe pomiary cytometryczne sa bardziej
wiarygodne niz analiza obrazu. Niemniej wyniki uzyskane z wykorzystaniem obu tych technik
potwierdzaja hamujacy wplyw preinkubacji GO z surowicg na wnikanie tego materialu do

komorek.
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Tab. 7 Wartosci intensywnosci sygnatu GO w komorkach A549 uzyskanego na podstawie analizy zdjec

przeprowadzone z uzyciem programu Image.J.

1h 48 h
) Intensywnos¢ Intensywnos¢

Frakcja SD SD

sygnatu [-] sygnatu [-]
GO2 6,39 2,12 4,90 2,08
GO2B 3,44 1,99 1,70 0,98
GO4 5,28 2,48 9,06 3,08
GO4B 3,48 1,99 3,77 2,35

3.5.2. Lokalizacja GO w komoérkach LL-24

W przypadku linii LL-24 inkubowanej z GO przez 1 h zauwazono agregacj¢ wickszych
ptatkdw utlenionego grafenu na powierzchni blony komorkowej (Ryc.45). Zjawisko jest
szczegblnie widoczne dla GO2 1 GO4B. W odroznieniu od probek inkubowanych z komorkami
A549 tylko dla GO2B zaobserwowano punktowe sygnaly GO mogace pochodzi¢ od materialu
zamknietego w lizo- i endosomach. W przypadku GO2 i GO2B utleniony grafen
prawdopodobnie nie wniknat lub wniknal tylko w matym stopniu do jadra komérkowego. W
przypadku frakcji GO4 i GO4B zauwazono odktadanie si¢ GO w jadrze komérkowym. We
wszystkich przypadkach wigkszo§¢ ptatkow utlenionego grafenu znajdowata si¢ w

cytoplazmie.
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Natozone Jadra Utleniony
obrazy komadrkowe grafen

Cytoszkielet

GO2B

1
Skala: GO2 481m ; GO2B-GO4B40um

Ryc. 45 Obrazy komorek LL-24 z wybarwionym cytoszkieletem i jgdrem komorkowym inkubowane z GO

przez I h.

W przypadku 48 h inkubacji mozna zauwazy¢ prawdopodobng akumulacje GO w jadrze
komoérkowym LL-24 dla GO2, GO4 i GO4B (Ryc.46). We wszystkich przypadkach GO
znajdowal si¢ wolny w cytoplazmie natomiast nie zauwazono wyraznych punktowych

sygnatow swiadczacych o lokalizacji GO wewnatrz lizo- 1 endosomow.
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Natozone Utleniony
obrazy Jadra grafen  Cytoszkielet
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Ryc. 46 Obrazy komorek LL-24 z wybarwionym cytoszkieletem i jgdrem komorkowym inkubowane z GO
przez 48 h.

W przypadku komoérek z wybarwionymi btonami komérkowymi inkubowanymi z GO
przez 1 h wszystkie probki wykazywaly punktowy sygnat i kolokalizacj¢ z strukturami
btonowymi (Ryc.47). Moze to oznaczac, ze do prawidtowych komérek linii LL-24 GO wniknat
na drodze endocytozy. Intersujacy jest fakt dystrybucji sygnaléw punktowych wzdtuz osi
komorki. W przypadku nowotworowych komorek linii A549 sygnaly punktowe byly skupione
wokot jadra komérkowego. Prawdopodobnie wynika to z r6znic w morfologii tych dwéch linii
komorkowych. Tak jak w przypadku linii A549 istnieje r6znica pomi¢dzy wynikami badan
réznigcymi si¢ jedynie typem wykonanego barwienia. Dla GO2, GO4 1 GO4B 1 barwienia

cytoszkieletu nie zauwazono sygnatu punktowego, a dla tych samych probek i barwienia bton
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komoérkowych juz tak. Réwniez w tym przypadku mogto dojs¢ do zarejestrowania innych
etapow tego samego, bardzo dynamicznego procesu, jednak na innych etapach jego realizacji.
Oproécz sygnalow punktowych zarejestrowano sygnat swiadczacy o tym, ze czgs¢ GO znajduje

si¢ w cytoplazmie.

GO2 GO2B GO4 GO4B

NAtOZONE
OBRAZY

UTLENIONY
GRAFEN

BLONY
KOMORKOWE

:GO2 40pm  GO2B- 30pm
Skala:GO2 “2HM  GO2B-GO4B SUMf
Ryc. 47 Obrazy komorek LL-24 z wybarwionymi btonami komorkowymi inkubowane z GO przez 1 h.

Dla probki inkubowanej przez 48 h (Ryc.48). zauwazono zanik sygnatu punktowego. GO
wszystkich frakcji znajdowato si¢ wolne w cytoplazmie. Na podstawie pordwnania obrazow
dla 1 h 1 48 h inkubacji mozna wnioskowa¢, ze w poczatkowej fazie wnikania GO jest
internalizowany do endo- 1 lizosomow. Nastgpnie, wraz z uplywem czasu sukcesywnie
przedostaje si¢ do cytoplazmy. Oznaczatoby to, ze GO prawdopodobnie wchtaniany jest na
drodze endocytozy, jednak potrafi uwolni¢ si¢ z endosomalnego szlaku i akumulowa¢ si¢ w

cytoplazmie.

108



NALOZONE
OBRAZY

UTLENIONY
GRAFEN

BLONY |
KOMORKOWE

Ryc. 48 Obrazy komorek LL-24 z wybarwionymi blonami komorkowymi inkubowane z GO przez 48 h.

Ponizej zestawiono wartosci sygnalow GO uzyskanych na drodze analizy obrazow z
wykorzystaniem programu ImageJ (Tab.8). W przypadku inkubacji 1 h wartosci sygnatu dla
GO2 s3 nizsze niz dla GO4. Ponadto intensywnos¢ sygnatu GO2 jest nizsza niz dla GO2B co
stoi w sprzecznos$ci z dotychczasowymi wynikami. Dla GO4B zaobserwowano jedynie
niewielki spadek intensywnosci sygnatu. W przypadku 48 h inkubacji zaobserwowano
mniejsze wartosci sygnatu dla probek inkubowanych z surowicag w stosunku do frakcji
nieinkubowanych z surowicg. Jest to zgodne z wynikami uzyskanymi na drodze pomiaru
cytometrycznego. Zastanawia natomiast mniejsza intensywnos$¢ sygnatu dla GO4B w stosunku
do GO2B. Aby wyjasni¢ sprzecznosci wymagane byloby uzyskanie 1 analiza wigkszej liczby
zdje¢. Niemniej wyniki dla 48 h inkubacji 1 dla 1h inkubacji GO4 1 GO4B potwierdzaja
hamujacy wptyw surowicy ludzkiej na wnikanie GO do LL-24.
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Tab. 8 Wartosci intensywnosci sygnatu GO w komorkach LL-24 uzyskanego na podstawie zdjec.

1h 48 h
) Intensywnos¢ Intensywnos¢

Frakcja SD SD

sygnatu [-] sygnatu [-]
GO2 4,19 2,29 6,21 1,59
GO2B 5,34 0,99 4,22 1,61
GO4 5,02 2,34 5,61 1,93
GO4B 4,34 1,18 3,29 1,39

3.5.3. Lokalizacja GO w komérkach HUVEC

Komoérkom linii HUVEC wybarwiono cytoszkielet (AlexaFluor™633-Falloidyna) i jadra
komorkowe (Hoechst), a nastgpnie inkubowano z GO przez 1 h. Na podstawie otrzymanych
zdje¢ stwierdzono, ze w probach nieinkubowanych z surowicg utleniony grafen nie wnikatl do
jadra komoérkowego. Z kolei w probach inkubowanych z surowicag obserwowano wnikanie GO
do jader komoérkowych. Ponadto w przypadku frakcji GO2 i GO4 i GO4B wigkszo$¢ ptatkow
znajdowala si¢ w cytoplazmie lub zagregowata na powierzchni btony. W przypadku frakcji
GO2B zauwazono dodatkowo punktowy sygnat pochodzacy od GO zamknigtego w endo- i
lizosomach (Ryc.49).
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Natozone Jadra Utleniony
obrazy komoédrkowe grafen

Cytoszkielet

GO2

GO2B

GO4B

Skala:30Hm

Ryc. 49 Obrazy komorek HUVEC z wybarwionym cytoszkieletem i jgdrem komorkowym inkubowane z
GO przez 1 h.

W przypadku 48 h inkubacji zauwazono trend odwrotny niz w przypadku inkubacji 1 h.
GO2 1 GO4 wniknety do jader komoérkowych, natomiast GO2B 1 GO4B nie wniknely do jader
komoérkowych (Ryc.50). Ponadto dla kazdej z préb badanych nie zauwazono punktowego
sygnatu pochodzacego od GO uwiezionego w pecherzykach blonowych. Jest to zgodne z
wynikami otrzymanymi dla komorek LL-24. Rowniez w tym przypadku GO zamknigty jest w
endo- 1 lizosomach prawdopodobnie we wczesnej fazie internalizacji i z czasem przechodzac

do cytoplazmy.
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Natozone Utleniony
grafen

Jadra Cytoszkielet

GO4

GO4B

. 60
Skala: 2HM

Ryc. 50 Obrazy komorek HUVEC z wybarwionym cytoszkieletem i jgdrem komorkowym inkubowane z
GO przez 48 h.

W przypadku komorek z wybarwionymi btonami komérkowymi 1 inkubowanymi 1 h z GO
zauwazono, ze sygnat od ptatkow GO2B w catosci pochodzi z materiatu zamknietego w
pecherzykach btonowych (Ryc.51). W przypadku GO2, GO4 i GO4B stopien kolokalizacji
utlenionego grafenu 1 struktur blonowych byt niski. Wigkszos¢ ptatkow zlokalizowana zostata

w cytoplazmie.
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Ryc. 51 Obrazy komorek HUVEC z wybarwionymi btonami komorkowymi inkubowane z GO przez 1 h.

W przypadku 48 h inkubacji (Ryc.52). wigkszos¢ sygnatu pochodzita od utlenionego
grafenu zlokalizowanego w cytoplazmie. Niewielki sygnat pochodzacy od GO zamknigtego w

strukturach btonowych zarejestrowano dla GO2B.
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Ryc. 52 Obrazy komorek HUVEC z wybarwionymi btonami komorkowymi inkubowane z GO przez 48 h.

W tabeli przedstawiono wyniki pomiaru sygnalu pochodzacego z GO na podstawie

uzyskanych zdje¢ (Tab.9). Wyniki analizy obrazu dla liniit HUVEC sg najbardziej zgodne z

danymi cytometrycznymi sposrdod 3 badanych linii. Intensywno$¢ sygnalu wzrasta wraz z

czasem inkubacji, natomiast inkubacja z surowica hamuje proces wnikania GO do komorek.

Tab. 9 Wartosci intensywnosci sygnatu GO w komorkach HUVEC uzyskanego na podstawie zdjec.

1h 48 h
. Intensywnos$¢ Intensywnos$¢

Frakcja SD SD

sygnatu [-] sygnatu [-]
GO2 3,98 1,74 8,25 1,76
GO2B 1,61 1,05 4,64 2,09
GO4 3,43 1,94 11,31 2,10
GO4B 1,53 0,88 6,31 2,10
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3.5.4. Obrazy 3D
W celu upewnienia si¢, ze utleniony grafen znajduje si¢ w $rodku komorki, a nie po
zewngtrznej stronie btony, wykonano analize zdjg¢ 3D wybranych probek (Ryc.53). Wykonane

obrazy 3D potwierdzaja, ze GO znajdowat si¢ w catej objetosci komorki.

Btony komodrkowe
(niebieskie)/
Utleniony grafen Cytoszkielet (czerwony)

A549

LL-24

HUVEC

Ryc. 53 Zdjecia 3D sygnatu pochodzgcego od GO zlokalizowanego wewngtrz komorek A549, HUVEC i
LL-24.

3.5.5. Whnioski

Oceniono lokalizacje ptatkow utlenionego grafenu w komorkach linii A549, LL-24 1

HUVEC. Badania przeprowadzono dla czaséw inkubacji wynoszacych 1 1 48 h. Okreslono
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potozenie GO w komorce wzgledem jadra komorkowego i pecherzykdéw btonowych takich jak
lizo- i endosomy. W wyniku przeprowadzonych do$wiadczen stwierdzono, ze utleniony grafen,
niezaleznie od frakcji, zwigksza swoja akumulacj¢ wraz z czasem inkubacji z prawidtowymi
komoérkami HUVEC. Dla linii A549 i LL-24 wyniki analizy obrazu byly w tym wzgledzie
niejednoznaczne. W przypadku linii A549 i LL-24 sygnat od pgcherzykéw blonowych byt
wyrazny dla czasu inkubacji 1 h i malal po czasie inkubacji réwnym 48 h. Dla linii HUVEC
sygnat od GO w pecherzykach blonowych zostat zauwazony jedynie dla frakcji GO2B. Ponadto
zauwazono, ze frakcje inkubowane z surowica mniej efektywnie wnikaja do jadra
komorkowego. To zjawisko moze tlumaczy¢ zmniejszenie toksycznosci frakcji GO4 po
inkubacji z surowicg (frakcja GO4B).

Tak jak juz wspomniano, na wczesnym etapie internalizacji (ok. 1 h) utleniony grafen
zostat zlokalizowany nie tylko w cytoplazmie, ale rowniez w pecherzykach btonowych. Na tej
podstawie mozna zatozy¢, ze GO dostat si¢ do wnetrza komorki na drodze endocytozy
optaszczony endosomem. Zauwazono rowniez, ze wraz z uplywem czasu coraz wiecej ptatkow
GO znajdowalo si¢ w cytoplazmie, a punktowy sygnat od GO otoczonego pe¢cherzykami
blonowymi zanikal. Na podstawie tych obserwacji wysunigto tez¢ o zdolnosci GO do
przenikania z pecherzykow szlakéw endosomalnych do cytoplazmy. Optaszczone platki GO
uwalniane z endosomow lokalizowatyby si¢ w cytoplazmie i z czasem wybrane frakcje
przenikatyby do jader komodrkowych. W rezultacie mozna przypuszcza¢, ze GO nie jest
wydalany z komorki na drodze egzocytozy. Egzocytoza to proces odwrotny do endocytozy, w
wyniku ktérego komérka wydala na zewnatrz substancje zamknigte w egzosomach ®*. Teorie
ta wspiera prawidlowos¢ zauwazona dla badanych prébek, sukcesywnie opuszczajacych
pecherzyki endo- 1 lizosomalne, 1 przenikajacych do cytoplazmy. Dzigki temu ptatki GO
prawdopodobnie nie zostaj¢ zamknigte w egzosomach i wydalone na drodze egzocytozy.
Potrzeba jednak dalszych badan by zweryfikowac te teze.

Niniejsze badania dostarczajag nowych informacji na temat utlenionego grafenu. Badane
frakcje GO charakteryzuja si¢ duzymi rozmiarami platkow, jednak wykazano, ze nawet ptlatki
wigkszych frakcji mogg by¢ zamykane w pecherzykach btonowych. Ponadto, udowodniono, ze
GO zdolny jest do przenikania z endosomu do cytoplazmy. Sg to cechy pozadane dla czasteczki
do zastosowan biologicznych. Wyjscie ze szlaku endosomalnego umozliwia czasteczce
efektywne oddziatywanie ze §rodowiskiem komorki. Pomimo zebranych informacji istnieje

potrzeba dalszych badan, aby lepiej zrozumie¢ zjawisko internalizacji GO do komorek.
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3.6. Badania lokalizacji wewnatrzkomorkowej utlenionego grafenu w warunkach
przeplywowych (Cell-on-a-Chip)

Wszystkie omowione powyzej badania zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem
standardowych metod hodowli komoérkowych - monowarstwy. Do ich prowadzenia
wykorzystuje si¢ komercyjnie dostgpne naczynia hodowlane (butelki, ptytki, szalki) oraz
standardowe procedury hodowlane. Ze wzglgdu na tatwos¢ 1 wygode prowadzenia hodowli,
standardowa monowarstwa komorek jest popularnym i szeroko stosowanym modelem
badawczym ''8. Wszystkie doniesienia literaturowe oméwione w niniejszej pracy odnosily sie
do standardowych hodowli komoérkowych w postaci monowarstwy. Nie znaleziono raportow
literaturowych odno$nie do wnikania utlenionego grafenu do komorek ssaczych dotyczacych
bardziej zaawansowanych modeli komérkowych, takich jak modele otrzymywane przy pomocy
mikrosystemoéw przeptywowych typu Cell-on-a-Chip. Wykorzystanie mikrouktadow
przeptywowych pozwala na opracowanie modeli komoérkowych, ktore lepiej niz standardowe
hodowle komoérkowe odzwierciedlaja warunki in vivo. Ostatnia czg$¢ badan obejmowata
opracowanie mikrosystemu przeptywowego do badania procesu wnikania GO do komorek.

Na geometri¢ opracowanego mikrosystemu (Ryc. 54) sktadaja si¢ 3 potaczone ze soba
kanaty. Mikrostruktury wykonano w poli(dimetylosiloksanie) (PDMS) metoda odlewu.
Pieczatke wykonano za pomocg druku 3D (w technologii DLP). Ptytke PDMS z uzyskanymi
strukturami potgczono za pomocg plazmy tlenowe;j ze szkietkiem mikroskopowym (Rys 54 C).
Grubos¢ szkietka umozliwita obrazowanie hodowli przy pomocy mikroskopu konfokalnego.
Mikrosystem umozliwia zaktadanie kokultur komorkowych (wspdlna hodowla dwoch lub
wiecej linii komorkowych) przy jednoczesnej hodowli monokultur (hodowla jednej linii
komorkowej) (Ryc. 54 B). Zawiesiny monokultur komorek wprowadza si¢ za pomoca pompy
perystaltycznej przez Wlot 1 1 2. Uklad mikrokanatéw zostal zaprojektowany tak by
wprowadzane zawiesiny mieszaly si¢ w mikrokanale II. Geometria mikrosystemu umozliwia
dodatkowo podawanie roztworow do hodowanych w mikrosystemie komoérek w dwodch
trybach: cigglym oraz przerywanym. Przeplyw ciagly polega na ciggltym, aktywnym wtlaczaniu
roztworo6w do mikrosystemu (przez caly czas trwania inkubacji). Drugi tryb to metoda
opierajaca si¢ na przeptywie przerywanym (stop-flow). Roztwor wtlaczany jest do
mikrosystemu przez krétki czas (np. 10 min). Nastepnie przeplyw jest zatrzymywany, a
komorki inkubuje si¢ z badanym roztworem przez okreslony czas (Ryc.55 A). Zawiesina nie
ptynie podczas trwania inkubacji. Taki projekt mikrosystemu umozliwia opracowanie ré6znych
modeli komoérkowych réznigcych si¢ typem hodowli oraz rodzajem podawania zawiesiny

wykorzystujac tylko jeden mikrosystem.
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Ryc. 54 A) Schemat geometrii mikrosystemu. B) Wprowadzanie komorek do mikrosystemu. C)

Mikrouktad otrzymany metodg odlewu. D) Rodzaje hodowli w mikrosystemie.

Komorki w mikrosystemie przeptywowym hodowano w postaci monowarstwy, jednak nie
w sposob standardowy. Hodowle komorkowe prowadzone w mikroskali lepiej odwzorowuja
warunki panujace in vivo niz hodowle standardowe. Dzieje si¢ tak, poniewaz przestrzen
hodowlana mikrosystemu ma wigkszy stosunek powierzchni do objetosci niz standardowa
hodowla komoérkowa. W rezultacie przebieg zjawisk zwigzanych z wymiang masy 1 energii jest
bardziej zblizony do tych zachodzacych in vivo, niz w przypadku standardowej hodowli ''°.

W zaprojektowanym mikrosystemie hodowano komorki linii A549, LL-24 oraz HUVEC
w wariantach przedstawionych na Ryc. 54 D, w dwoch trybach przeptywu, przerywanym 1
ciggtym. W warunkach in vivo komorki rzadko wystepuja w postaci monokultur. Dlatego
oproécz monokultur, przeprowadzono ten sam zestaw badan na kokulturach A549/LL-24,
AS549/HUVEC oraz LL-24/HUVEC Do hodowli w trybie przerywanego przeptywu
wprowadzono zawiesing GO4B 1 inkubowano z komorkami przez 48 h. Do badan wybrano
frakcje GO4B, poniewaz materiat preinkubowany z surowicg lepiej odwzorowuje scenariusz,
w ktorym badany materiat zostaje dozylnie podany do organizmu. Ponadto wigkszy rozmiar
ptatkdw (w porownaniu do GO2B) wykazywal si¢ wyzsza efektywno$cig wnikania podczas
badan w hodowli standardowej. Stezenie podawanej zawiesiny wynosito 50 pg/ml. Po uptywie
okresu inkubacji wybarwiono komorki i uzyskano ich obrazy za pomoca mikroskopu
konfokalnego.  Nastepnym  krokiem do  opracowania modelu  komoérkowego

odzwierciedlajacego warunki in vivo byla hodowla z ciaglym przeplywem zawiesiny w trakcie
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inkubacji. Czesta droga podawania biologicznie czynnych materiatéw jest dozylna iniekcja.
Czastki materialu cyrkuluja w krwioobiegu az zostang zinternalizowane w miejscu docelowym.
W tym konteks$cie inkubacja, podczas ktorej zawiesina badanego materialu aktywnie cyrkuluje
w hodowli komdérkowej, lepiej odzwierciedla warunku in vivo niz hodowla standardowa. W
celu sprawdzenia jak przeptyw ciagly zawiesiny wptywa na internalizacj¢ GO do komoérek w
mikrosystemie przeptywowym hodowano jedynie monokultury komoérek A549, LL-24 i
HUVEC. Kazdy mikrosystem zawieral hodowle jednego typu komorek w 3 powtorzeniach.
Zawiesing GO4B o stezeniu 50 pg/ml wprowadzano w sposéb ciggly do mikrosystemu za
pomoca wezykow 1 pompy perystaltycznej wedtug schematu (Ryc. 55 B). Po 1 h inkubacji
przeplyw zatrzymywano, komodrki wybarwiano i poddawano obserwacji mikroskopowe;j.
Przeprowadzenie 48 h inkubacji z cigglym podawaniem probki nie udato si¢. Wymaga ono
dalszych prac optymalizacyjnych nad zaprojektowanym mikrosystemem. Niemniej w ramach
niniejszego doktoratu postawiono pierwsze kroki w kierunku opracowania modelu badawczego
biorgcego pod uwage zarowno rozne typy komorek, cyrkulacje badanego materialu w
krwioobiegu jak 1 jego oddzialywanie z surowica. Jest to interesujacy kierunek badan, ktory w
przysztosci moze doprowadzi¢ do lepszego zrozumienia zachowania materialow

biomedycznych podawanych dozylnie.
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Ryc. 55 Tryby podawania zawiesiny do hodowli: A) Przephw przerywany ,,Stop-Flow”. B) Przephw

ciggly.
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3.6.1. Lokalizacja GO w komoérkach inkubowanych przez 48h i z jednorazowym
podaniem probki

Prowadzac badania z wykorzystaniem mikrosystemu Cell-on-a-Chip, w pierwszej
kolejnosci postanowiono przeprowadzi¢ badania analogiczne do badan prowadzonych przy
uzyciu standardowych metod. W tym celu wykorzystano hodowle monokultur komorek A549,
LL-24 oraz HUVEC z przeptywem przerywanym i ich 48 h inkubacj¢ z zawiesing utlenionego
grafenu (GO4B). Przeprowadzono analogiczne jak w przypadku hodowli standardowych
metody badan - mikroskopi¢ konfokalng (barwienie jader i cytoszkieletu) oraz ich analize
ilo§ciowg z wykorzystaniem programu ImagelJ. Jednoczesnie, dzigki geometrii mikrosystemu
przeprowadzono badania na kokulturach komoérkowych - A549/HUVEC, A549/LL-24,
HUVEC/LL-24. Porownanie sygnatu pochodzacego od monokultur z sygnatem od kokultur
dostarcza informacje jak oddzialywania pomiedzy komdrkami réznych typow moga wplywac

na proces internalizacji GO.

3.6.1.1. Lokalizacja GO w monokulturach: A549, HUVEC, LL-24
Po 48 h inkubacji w mikrosystemie ptatki frakcji GO4B wniknely do komorek linii A549,
HUVEC i LL-24 (Ryc. 56). W przypadku linii A549 i LL-24 zauwazono punktowe sygnaty od
GO4B skupionego w pecherzykach btonowych. Nie zauwazono takiego sygnatu dla komorek
linii HUVEC. Jednak w przypadku wszystkich linii zauwazono sygnat od GO4B

zdyspergowanego w cytoplazmie komorki.
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SKALA NALOZONE JADRA
OBRAZY CYTOSZKIELET GO4 BIO KOMORKOWE

Skala 1: 300um  Skalg 2: 90um

Ryc. 56 Lokalizacija GO4B w komorkach linii: A) A549; B) LL-24; C) HUVEC hodowanych w
mikrosystemie Cell-on-a-Chip po 48 h inkubacji.

Poréwnano hodowle w skali mikro 1 w skali makro pod wzgledem efektywnos$ci wnikania
(Tab.10). Dla kazdej linii komérkowej wigkszy sygnat zarejestrowano dla mikroskali. Wigkszy

stosunek powierzchni do objetosci niz w standardowych hodowlach moze si¢ przektada¢ na
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intensywniejszy przebieg procesow transportu masy i wnikania GO do komorek. Potrzeba
jednak dalszych eksperymentow by skala hodowli komérkowej wplywa na proces wnikania

badanych materialdéw do wnetrza komorki.

Tab. 10 Porownanie intensywnosci wnikania GO4B do komorek A549, HUVEC i LL-24 pomiedzy

mikroskalg i makroskalg

Makroskala Mikroskala
Linia Intensywnos¢ Intensywnos$¢
SD SD
komoérkowa sygnatu [-] sygnatu [-]
A549 3,77 2,35 5,33 0,82
HUVEC 6,31 2,10 9,13 4,34
LL-24 3,29 1,39 5,96 2,51

3.6.1.2. Lokalizacja GO w kokulturze A549/HUVEC

Kokultura komoérek nowotworowych komorek linii A549 i prawidlowych komorek linii
HUVEC zajely calg szerokos$¢ kanatu (Ryc.57). Dzieki temu uzyskano uproszczony model
symulujacy naczynie krwiono$ne (mikrouktad z wyscielajacymi go komoérkami HUVEC -
komorkami nablonka zyly) z miejscem wystepowania nowotworu (komdrki A549). Niestety,
ze wzgledu na zblizong morfologie komorek nie udato sie rozrézni¢ typdw komoérek w obrebie
kokultury. Mozna jednak zauwazy¢, ze zinternalizowany GO znajdowat si¢ gltéwnie w
cytoplazmie w stanie wolnym we wszystkich komorkach, niezaleznie od ich typu. Nie
zauwazono punktowych sygnaldow od materialu uwiezionego w endo- lub lizosomach.
Punktowy sygnal zauwazono jednak w przypadku monokultury komoérek A549 (Ryc. 56 A).
Moze to oznaczaé, ze w przypadku komorek A549 hodowanych w kokulturze z komoérkami
HUVEC utleniony grafen szybciej przenika z pecherzykow btonowych do cytoplazmy w

porownaniu do komorek w monokulturze.
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Ryc. 57 Lokalizacja GO4B w kokulturze komorek linii A549 i HUVEC hodowanych w mikrosystemie
Cell-on-a-Chip po 48 h inkubacji.

3.6.1.3. Lokalizacja GO w kokulturze HUVEC/LL-24

Tak jak kokultura komoérek A549/HUVEC miata modelowac naczynie krwionosne i tkanke
nowotworowa, kokultura HUVEC/LL-24 byla modelem naczynia krwionos$nego i tkanki
zdrowej (komorki linii LL-24 sa prawidlowymi fibroblastami ptuc). W odrdznieniu od
poprzedniego modelu (A549/HUVEC) zauwazono punktowy sygnal od GO zamknigtego w
pecherzykach btonowych (Ryc. 58). Sygnat ten byt wyrazniejszy dla fibroblastycznych
komorek LL-24. Ponadto, GO byt zlokalizowany w cytoplazmie we wszystkich komorkach.
Nie zauwazono rdéznicy pomiedzy kokultura HUVEC/LL-24 1 monokulturami
HUVEC i LL-24.
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Ryc. 58 Lokalizacia GO4B w kokulturze komorek linii LL-24 i HUVEC hodowanych w mikrosystemie
Cell-on-a-Chip po 48 h inkubacji.

3.6.1.4. Lokalizacja GO w kokulturze A549/L.1.-24

W tkance nowotworowej oprocz komoérek nowotworowych istniejg komorki prawidtowe.
Kokultura prawidtowych (LL-24) i nowotworowych (A549) komorek pluc zostata
wykorzystana jako model tkanki nowotworowej bardziej zblizony do warunkow in vivo niz
monokultura. Umozliwil on réwniez ustalenie czy GO preferuje wnikanie do prawidtowych lub
nowotworowych komorek, gdyz ro6znig si¢ one znacznie morfologia i biochemig. Badania
pokazaty, ze utleniony grafen wnikal do komorek niespecyficznie, bez wzgledu na typ komorki
(Ryc. 59). Zauwazono jednak, ze tak jak w przypadku kokultury HUVEC/LL-24, GO
zamkniety w pecherzykach btonowych zlokalizowany zostat gléwnie w komoérkach linii LL-
24. Zaréwno w komoérkach LL-24 1 A549 GO zlokalizowano w stanie wolnym w cytoplazmie.
Nie zaobserwowano sygnatu punktowego od komorek A549. Taki sygnat mozna zauwazy¢ dla
monokultury komorek A549. Tak jak w przypadku kokultury A549/HUVEC GO w komérkach
AS549 szybciej przeniknal do cytoplazmy niz w przypadku monokultury.
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Ryc. 59 Lokalizacja GO4B w kokulturze komdérek linii LL-24 i A549 hodowanych w mikrosystemie Cell-
on-a-Chip po 48 h inkubacji.
3.6.2. Lokalizacja GO w komdrkach inkubowanych przez 1 h w warunkach
przeplywowych

Po 1 h inkubacji oceniono wewnatrzkomorkowa lokalizacje GO podawanego w sposob
ciagly w komorkach jedynie dla monokultur A549, HUVEC 1 LL-24. Ze wzglgdu na
ograniczony czas badan nie przeprowadzono badan dla kokultur. Podejrzewano, ze dodatkowe
sity uczestniczace w transporcie zawiesiny GO do btony komoérkowej podczas ciaglego jej
dozowania moga wplywa¢ na efektywnos¢ wnikania ptatkow GO do komorek. W celu
weryfikacji tej tezy poroéwnano sygnal pochodzacy od GO uzyskany z wykonanych zdjec¢ i

porownano go z wynikami dla 1 h inkubacji w hodowli standardowe;.

3.6.2.1. Lokalizacja GO w komorkach A549

W przypadku linii A549 GO podawany w sposob ciagly zdotat wnikna¢ do wnetrza
komorek (Ryc. 60). Zauwazono wyrazny sygnal pochodzacy od GO znajdujacego si¢ w
cytoplazmie i prawdopodobnie w jadrze komdérkowym. Nie zauwazono jednak punktowego
sygnatu pochodzacego od GO zamknigtego w pecherzykach blonowych. Jest to wynik
odwrotny do tego uzyskanego w hodowli standardowej, gdzie wyraznie zauwazono GO

zamkniety w lizo- 1 endosomach.
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Ryc. 60 Lokalizacja utlenionego grafenu w komorkach A549 hodowanych w mikrosystemie Cell-on-a-

Chip przy 1 h inkubacji z cyrkulacjg zawiesiny GO4B.

3.6.2.2. Lokalizacja GO w komoérkach LL-24
Komorki linii LL-24 ulegaty adhezji do powierzchni kanatu z mniejsza efektywnos$cia niz
komorki A549 (Ryc. 61). Moze to wynika¢ z odmiennej morfologii komorek oraz z faktu, ze
nowotworowe komorki linit A549 wykazuja si¢ efektywniejszg proliferacja niz prawidtowe
komorki LL-24. Zaobserwowano sygnal pochodzacy z GO zlokalizowanego w endo- i
lizosomach oraz w mniejszym stopniu w cytoplazmie. W poréwnaniu z 1 h inkubacji w
warunkach standardowych zauwazono, ze podczas cigglego podawania probki mniej platkow

ulega adhezji na btonie komorkowe;.
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Ryc. 61 Lokalizacja utlenionego grafenu w komorkach LL-24 hodowanych w mikrosystemie Cell-on-a-

Chip przy 1 h inkubacji z cyrkulacjg zawiesiny GO4B.

3.6.2.3. Lokalizacja GO w komérkach HUVEC

W przypadku linit HUVEC, ptatki GO zlokalizowano gtownie w cytoplazmie (Ryc. 62).
Agregaty GO zaobserwowano rdwniez w przestrzeniach miedzykomorkowych przyczepionych
na zewnatrz komorki. Utleniony grafen prawdopodobnie nie przenikngt do jadra
komoérkowego. Nie zostal rowniez zlokalizowany w endo- 1 lizosomach. W poréwnaniu do
hodowli standardowej zaobserwowano wigksza ilo$¢ agregatow znajdujacych si¢ na zewnatrz

komorki. Jest to zalezno$¢ odwrotna niz w przypadku komorek linii LL-24.

127



NALOZONE JADRA
SKALA OBRAZY CYTOSZKIELET GO4B KOMORKOWE

Skala1: ImI Skala2: 50pMmM

—

Ryc. 62 Lokalizacja utlenionego grafenu w komorkach HUVEC hodowanych w mikrosystemie Cell-on-
a-Chip przy 1h inkubacji z cyrkulacjg zawiesiny GO4B.

3.6.2.4. Ilosciowa analiza obrazu

Dla wszystkich trzech badanych linii komorkowych sygnat od zinternalizowanego GO4B
byt znacznie wyzszy dla hodowli z cigglym przeptywem (Tab.12). Pierwszym etapem procesu
wnikania materialu do komorki jest zblizenie si¢ platka materialu do blony komorkowej. Dzigki
zastosowaniu ciggltego podawania zawiesiny w czasie inkubacji mozna zalozy¢, ze dynamika
zblizania si¢ platka do blony komoérkowej byta wyzsza niz w przypadku statycznych warunkoéw
hodowli standardowej. Na wzrost intensywnos$ci wnikania moze rowniez mie¢ wplyw
wczesniej wspomniany wysoki stosunek powierzchni do objetosci w mikrouktadzie, ktory
sprzyja zwigkszaniu intensywnosci procesOw wymiany masy. Wyniki te wymagaja
potwierdzenia w postaci dalszych eksperymentéw 1 uzycia innych technik pomiarowych.
Niemniej rzucaja nowe $wiatlo na zagadnienie wnikania GO do komorek 1 zachecajg do

dalszego eksplorowania tej Sciezki badan.
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Tab. 11 Porownanie intensywnosci sygnatow z GO4B uzyskanych na drodze analizy obrazu pomiedzy

hodowlg standardowq a hodowlgq w mikrosystemie Cell-on-a-Chip z cigglym dozowaniem.

Standardowa, Z ciaglym podawaniem

makroskala probki

Linia Intensywnos¢ Intensywnos$¢
SD SD

komoérkowa sygnatu [-] sygnatu [-]

Ab549 3,48 1,99 12,65 4,97
HUVEC 1,53 0,88 7,04 3,83
LL-24 4,34 1,18 6,15 2,56

3.6.3. Podsumowanie i wnioski

W celu zblizenia warunkow prowadzonych badan dotyczacych wnikania GO do komorek
ssaczych do sytuacji in vivo, opracowano mikrosystem przeptywowy. Zaprojektowane i
wytworzone narzedzie Cell-on-a-Chip umozliwito poréwnanie efektywnosci wnikania GO w
zalezno$ci od skali prowadzenia hodowli oraz typu warunkéw hodowli (hodowla
statyczna/przeptywowa). W pierwszym przypadku zawiesina komoérek byla podawana w
sposob przerywany. Po wprowadzeniu zawiesiny do mikrokanaldow przeptyw zostawat
wstrzymany na czas inkubacji. Badania przeprowadzone dla 48 h inkubacji wykazaty, ze
komorki hodowane w mikroskali zinternalizowaty wiecej GO niz komorki w standardowej
hodowli w skali makro. Przyczyng tego zjawiska moze by¢ wzmozenie procesOw przenoszenia
masy w skali mikro spowodowane wigkszym stosunkiem powierzchni do objetosci hodowli niz
w skali makro.

Uzycie mikrosystemu umozliwito réwniez jednoczesne prowadzenie hodowli komorek
zard6wno w formie monokultur jak i1 kokultur. Otrzymano trzy kokultury inkubowane z GO4B
przez 48h: AS49/HUVEC, A549/LL-24 oraz HUVEC/LL-24. Zar6wno dla mono- jak i kokultur
otrzymano obrazy lokalizacji GO4B. We wszystkich typach hodowli zauwazono, ze GO
znajdowatl si¢ zdyspergowany w cytoplazmie. Dzigki obrazowaniu kokultur zauwazono
rowniez, ze w komorkach linii LL-24 sygnat od GO byt zlokalizowanego w pecherzykach
btonowych, byt bardziej zauwazalny niz w przypadku komorek dwodch pozostatych linii.
Ponadto w komodrkach A549 hodowanych w kokulturach nie zauwazono punktowego sygnatu
od GO zlokalizowanego w lizo- lub endosomach. Taki sygnat byl widoczny dla monokultury
komorek A549. Oprocz tego nie zauwazono jednak roéznic we wnikaniu GO do komorek

réznych linii.
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W celu lepszego zrozumienia réznic we wchtanianiu GO przez roézne typy komorek z
wykorzystaniem hodowli w mikroskali, wymagane jest szczegélowe opracowanie protokotow
umozliwiajacych wykorzystanie innych technik badawczych, takich jak cytometria
przeplywowa. Niemniej niniejsze badania stanowig pierwszy krok w strong¢ modeli
komoérkowych wykorzystujacych systemy Cell-on-a-Chip do kompleksowego badania
zjawiska wnikania materiatow do komorek.

Kolejnym krokiem w celu lepszego odwzorowania warunkoéw in vivo z wykorzystaniem
hodowli komodrkowych, bylo zastosowanie cigglego dozowania probki. Mikrosystem
przeplywowy mozna zintegrowa¢ z pompg perystaltyczng. Dzigki temu mozliwe jest ciggle
podawanie probki przez caly okres inkubacji. Jest to szczegélnie wazne w kontek$cie
materialow, ktore do organizmu wprowadzane sa na drodze dozylnej iniekcji. Przedostawszy
si¢ do krwioobiegu, cyrkuluja we krwi do chwili wchlonigcia w miejscu docelowym.
Monowarstwa komorek nabtonka zyly pepowinowej (HUVEC) w potaczeniu z przeptywowym
podaniem prébki stanowi dobry model tej sytuacji. Ponadto, wykorzystujac réwniez linie
komorkowe A549 1 LL-24 sprawdzono czy ciagly przeptyw probki ma wptyw na efektywnos¢
wnikania. Badania przeprowadzono dla trzech monokultur komoérek dla czasu inkubacji
wynoszgcego 1 h.

W przypadku linii A549 zauwazono, ze utleniony grafen znajdowat si¢ gltownie w
cytoplazmie. Nie zauwazono sygnatu od GO zlokalizowanego w pecherzykach blonowych.
Taki sygnat zostat jednak zarejestrowany dla hodowli standardowej. Moze to oznaczac, ze
wiecej platkow dostaje sie¢ do wnetrza komorki bez posrednictwa endosomow, lub to, ze pod
wplywem przeptywu nastepuje szybsze uwalnianie GO z endo- 1 lizosomow. Doktadna ocena
tych przyczyn wymagatoby dodatkowych badan, ktore wykraczaja poza ramy niniejszej pracy.
Mozna jedynie zaklada¢, Ze napre¢zenia S$cinajace prawdopodobnie maja wplyw na
funkcjonowanie cytoszkieletu komérkowego, ktdry petni wazng role w transporcie substancji
do wnetrza komérki 2. Dodatkowo na uwage zashuguje fakt odmiennej dynamiki zblizania sig
ptatka badanego materialu do powierzchni blony komorkowej. W przypadku hodowli
standardowej ptatek GO opada swobodnie na bton¢ komodrkowa, natomiast w przypadku
przeptywu jego droge podej$cia do btony komorkowej dyktuje ped i kierunek przeptywu
zawiesiny.

W przypadku komorek linii LL-24 1 HUVEC nie zaobserwowano znaczacych roznic w
wewnatrzkomorkowej lokalizacji GO w  poréwnaniu z odpowiednimi hodowlami
standardowymi. W przypadku linii LL-24 zauwazZono, Ze mniej ptatkow ulega adhezji na btonie

komoérkowe] w poréwnaniu z hodowlg standardowa. Mozna zaktadaé, ze istnienie cigglego
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strumienia zawiesiny zmniejsza szans¢ na trwalg adhezje ptatka utlenionego grafenu po
zewngtrznej stronie blony komoérkowe;j. Jednak wyniki dla liniit HUVEC sg sprzeczne z tymi
ustaleniami. W tym przypadku wigcej agregatow na powierzchni komoérek zauwazono dla
ciggltego podawania probki. By¢ moze w przypadku liniit HUVEC powinowactwo do agregatow
GO jest na tyle duze, ze komodrki wychwytuja agregaty aktywnie ptynace w zawiesinie.

Najciekawszym odkryciem jest jednak znaczne zwigkszenie efektywno$ci wnikania w
stosunku do standardowej hodowli. Moze to by¢ spowodowane wyzej wymienionym duzym
stosunkiem powierzchni do objetosci w skali mikro. Jednak drugim waznym czynnikiem jest
sam ciagly przeptyw, ktéry nadajac platkowi ped dodatkowo moze intensyfikowac procesy
zwigzane z wnikaniem ptatka GO do komorek. Zastosowanie modeli przeptywowych w ocenie
wnikania nanomateriatéw do komorek.

Zjawisko wnikania GO do komorek jest skomplikowane 1 wymaga dalszych badah w celu
jego kompleksowego poznania. Rozwijanie nowych modeli komoérkowych umozliwia
podejscie do tego zagadnienia z zupelnie nowej perspektywy. Wykorzystanie mikrosystemow
typu Cell-on-a-Chip do badania biologicznych wtasciwo$ci materiatow jest ciekawym i jeszcze

niedostatecznie eksplorowanym kierunkiem badan.

IIT1 Podsumowanie i wnioski koncowe

Celem niniejszej pracy bylo ustalenie jak czynniki takie jak wielkos¢ ptatka GO,
preinkubacja materialu w surowicy ludzkiej, typ komorki oraz typ hodowli wptywaja na
efektywnos¢ wnikania GO do komorek. W tym celu otrzymano frakcje utlenionego grafenu
réznigce si¢ pod wzgledem $redniej wielkosci ptatkéw. Ponadto, czes¢ probek inkubowano z
komercyjnie dostgpng ludzka surowica krwi. Za pomoca FTIR 1 spektroskopii Ramana
sprawdzono jakie zmiany zachodzg w platkach utlenionego grafenu po wystawieniu ich na
dziatanie surowicy. Nastgpnie oceniono wplyw badanych frakcji GO na Zywotno$¢ 1 aktywno$¢
metaboliczng nowotworowych komorek linii A549 oraz prawidlowych komorek linit HUVEC
oraz LL-24. Umozliwito to wytypowanie stezenia probek uzywanego w pdzniejszych etapach
pracy. Wlasciwa cze$¢ badan stanowito okreslenie wptywu wielkos$ci ptatkow oraz surowicy
na efektywno$¢ wnikania GO do komoérek wyzej wymienionych linii. Ponadto oceniono
wewnatrzkomorkowg lokalizacj¢ badanych probek GO. Na koncowym etapie badan oceniono
efektywnos¢ wnikania 1 wewnatrzkomoérkowa lokalizacje ptatkow frakcji GO4B z
wykorzystaniem modeli komorkowych opartych na mikrosystemie cell-on-a-chip. Umozliwito
to okreslenie réznic pomigdzy procesem wnikania GO do komorek zachodzacym w hodowli

standardowej a hodowlg prowadzong w mikrosystemie przeptywowym.
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W wyniku przeprowadzonych prac otrzymano frakcje utlenionego grafenu o réznych
rozmiarach ptatkéw. Ponadto udowodniono, ze ekspozycja ptatkow GO na surowice ludzka
zmienia ich wlasciwosci strukturalne. Sktadniki surowicy zdolne s3 do powstawania defektow
w weglowym szkielecie GO oraz do adsorpcji na powierzchni platka. Inkubowany z surowica
material ma rowniez inne wlasciwosci biologiczne. Oddziatywanie z surowicg zahamowuje
wnikanie GO do komorek. Przyczyna tego zjawiska nie zostata doglebnie poznana. Mozna
jednak zatozy¢, ze pochodzace z surowicy substancje zaadsorbowane na ptatku GO stanowig
barier¢ w kontakcie GO-blona komoérkowa. Ponadto inkubacja z surowicg miata wigkszy
wplyw na efektywno$¢ wnikania niz rozmiar ptatkow. Wplyw wielkosci ptatka byl zauwazalny
szczegoOlnie przy 48 h inkubacji, gdzie efektywnos$¢ wnikania byla wigksza dla wigkszych
ptatkow. Uzyskane wyniki pozwalaja zalozy¢, ze GO wnikal do komorek na drodze
endocytozy. Badania wewnatrzkomodrkowej lokalizacji GO ujawnily, Ze, na wczesnym etapie
internalizacji GO najprawdopodobniej jest zamknigty w pecherzykach blonowych. Nastepnie
wraz z uplywem czasu przedostaje si¢ do cytoplazmy, unikajac egzocytozy. Jest to cecha
pozadana dla materiatow o potencjalnym zastosowaniu w medycynie. Rozwini¢cie modelu
badawczego o mikrosystemy przeplywowe typu Cell-on-a-Chip pokazato, Zze zastosowanie
hodowli w mikroskali i warunkach przeptywowych w trakcie inkubacji znaczaco zwigksza
efektywnos¢ wnikania. Prawdopodobng przyczyng takiego stanu rzeczy jest duzy stosunek
powierzchni do objetosci przestrzeni hodowlanej w skali mikro w poréwnaniu do
standardowych hodowli. Ponadto cyrkulacja zawiesiny GO podczas inkubacji dodatkowo
intensyfikuje proces wnikania. Warunki hodowli z wykorzystaniem mikrouktadu
przeptywowego sg bardziej zblizone do warunkéw in vivo niz hodowla standardowa. Réznice
w intensywno$ci wnikania GO do komorek migdzy tymi modelami wskazuja na potrzebe
rozwoju modeli komoérkowych pozwalajacych na bardziej wiarygodng ocene wlasciwosci
badanych materiatow.

Niniejsze badania dostarczyty nowych informacji na temat internalizacji GO. Byly rowniez
proba zapoczatkowania nowego podejscia do badania zjawiska wnikania z uwzglednieniem
typu podawania probki oraz skali prowadzonej hodowli. Dzigki uzyskanym informacjom
mozliwe bedzie bardziej efektywne opracowywanie materialdw na bazie utlenionego grafenu
do zastosowan medycznych. Ponadto opracowany model komoérkowy z przeptywowym
podawaniem probki moze znalezé szersze zastosowanie w badaniu oddzialywan komorka-

nanomaterial.
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