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Biozgodnos¢ tlenku grafenu na modelu ludzkich
mezenchymalnych komorek macierzystych

Grafen, dwu-wymiarowa forma wegla o grubosci jednego atomu tego pierwiastka,
nowoczesny produkt nanotechnologii, majacy wyjatkowe wtasciwosci czyniace z niego
obiecujacy materiat do zastosowan miedzy innymi w inzynierii biomedycznej. W celu

potwierdzenia, ze grafen jest bezpieczny dla zdrowia cztowieka niezbedne jest
sprawdzenie biozgodnosci tego materiatu w réinych uktadach biologicznych.
Przeprowadzone badania in vitro na modelu komérek eukariotycznych miaty na celu
ocene toksycznosci badanego tlenku grafenu (GO) na hodowle ludzkich
mezenchymalnych komérek macierzystych (hMSC).

Materiaty i metody

Ludzkie mezenchymalne komérki macierzyste

Materiat komérkowy stanowity ludzkie mezenchymalne komérki macierzyste pochodzace
od zdrowego dawcy z trzeciego pasazu (hMSC, LONZA PT-2501). Studzienki 12-dotkowych
polistyrenowych mikroptytek (Grainer) zaszczepiano 2 ml zawiesiny komérek o gestosci 5,0
x 105/ml w medium MSCG hMSC Bullet Kit (LONZA, PT-3001). Hodowle komérek hMSC
prowadzono przez 5 dni w inkubatorze do hodowli komérkowej (INCOmed 153, Memmert)
w 37°C, w atmosferze 5% CO, i wilgotnosci80% do uzyskania 80-90% konfluenciji.

Grafen

Badany nanomateriat stanowily dwie postacie tlenku grafenu GO, wytwarzanego w
Instytucie Technologii Materiatéw Elektronicznych w Warszawie. Pierwsza posta¢ F (GO
FOXTROT II, ptatki o Srednicy 7-20 um) oraz druga postac¢ E (GO ECHO 3B, ptatki o srednicy
1-10 pm) zostaty doprowadzone w medium hodowlanym do réwnego wyjsciowego
stezenia wynoszacego 1,25 mg/ml (NR) oraz rozcieficzone 100-krotnie. Zawiesiny grafenu w
objetosci 2 ml/dotek mikroptytki dodawano do konfluentnych hodowli hMSC i inkubowano
w ciggu 24 godzin w warunkach jak opisano poprzednio.

Badanie morfologii komérek

Morfologie komérek hMSC w hodowli obserwowano po wymianie medium hodowlanego
przy powiekszeniu 1000-krotnym w diagnostycznym mikroskopie odwréconym (MW100,
OPTA-TECH). Zdjecia wykonano przy uzyciu kamery cyfrowej 5 MP i oprogramowania Opta-
view-IS (OPTA-TECH).

Badanie toksycznosci GO w hodowli komérek hMSC

Komoérki hMSC po 24 godzinnej inkubacji z zawiesinami GO w medium odklejano przy
pomocy enzymu akutazy (StemPro®Accutase®, Gibco). Po odwirowaniu zawiesiny komdrek
(5 minut, 143 RCF, temp. 20°C) okreslano liczbe komérek hMSC w prébie badanej, po
wybarwieniu za pomocg jodku propidyny (Zestaw TALI VIABILITY KIT-DEAD CELL R, oraz
TALI APOPTOSIS KIT-ANNEXIN V, Molecular Probes) oraz przeprowadzono test na apoptoze
(Zestaw Tali APOPTOSIS KIT-ANNEXIN V, Molecular Probes) w aparacie mini cytometr Tali
(Invitrogen) zgodnie z procedurg producenta.

Witasciwosci fizyczno-chemiczne tlenku grafenu

Badany tlenek grafenu niezaleznie od wielkosci czastek w odmianie GO-F (GO FOXTROT II)
oraz GO-E (GO ECHO 3B), tworzyt w roztworach wodnych takich jak medium komdérkowe
(MSCG hMSC Bullet Kit, LONZA) oraz bufor D-PBS (Gibco) z dodatkiem 2% surowicy cielecej
ptodowe;j (Gibco) postac stabilnego koloidu.

Oddziatywanie GO z komérkami hMSC w hodowli in vitro

Morfologia komérek w obrazie mikroskopowym
Po 24 godzinnej inkubacji komdrek hMSC z zawiesinami GO obserwowano zmiane
wielkoscii ksztattu komérek w hodowli w poréwnaniu do hodowli kontrolnej.

Kontrola hMSC
w medium

Kontrola hMSC
w medium + woda

Liczba komérek w hodowli hMSC
po inkubacji z zawiesing GO

Apoptoza w populacji komérek hMSC
po inkubacji z zawiesing GO
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Catkowita liczba komorek uzyskana po odklejeniu komérek hMSC od podtoza w badanych
prébkach dla preparatu GO ECHO 3B, oraz GO FOXTROT Il nie wykazata istotnie-
znamiennych réznic w stosunku do hodowli kontrolnych, jednakze w przypadku materiatu
GO FOXTROT Il (odpowiednio GO F-NR i GO F1/100) obserwowano 2 i 3-krotne obnizenie
liczby komdrek hMSC w stosunku do prébek z hodowli kontrolnych. Test na apoptoze nie
wykazat istotnych rdznic w hodowlach hMSC inkubowanych z zawiesinami GO w
poréwnaniu do komdérek hMSC hodowanych w czystym medium lub medium z dodatkiem
wody odpowiednim dla danej zawiesiny GO (hMSC kontrola F i hMSC kontrola E). W
wiekszosci prébek badanych dla hodowli komérek HMSC obserwowano zjawisko apoptozy
na poziomie ponizej 10 % a wiec nie przekraczajgcym wartosci dla prébek kontrolnych, za
wyjatkiem nierozciericzonej zawiesiny GO FOXTROT Il (apoptoza 12%). Komoérki hMSC w
hodowli in vitro wykazywaty lepszg tolerancje na preparat GO ECHO 3B.

Tlenek grafenu w zaleznosci od swojej postaci chemiczno-fizycznej moze réznie
oddziatywaé z komérkami eukariotycznymi in vitro.

W celu wyjasnienia biologicznych mechanizméw oddziatywania grafenu istnieje
potrzeba dalszych pogtebionych badarn in vitro na réznego rodzaju modelach komérek
ludzkich.



