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Wprowadzenie

Nanorurki weglowe uznawane sg jako obiecujacy
materiat dla zastosowania, zaréwno w technice jaki
i w medycynie ze wzgledu na unikatowe wiasciwosci mecha-
niczne, elektryczne i chemiczne. W medycynie prowadzone
sg badania nad zastosowaniem nanoform wegla w inzynierii
tkankowej, terapii genowej, nosnikach lekéw i w konstrukc;ji
implantow [1].

Jednakze nowe technologie zwigzane z zastosowaniem
nanorurek weglowych dla celéw biomedycznych muszg
by¢ bezpieczne. Tymczasem, mechanizm oddziatywania
nanorurek weglowych ze srodowiskiem biologicznym
(in vitro i in vivo) jest stosunkowo stabo rozpoznany [2].
Liczne badania toksycznosci nanorurek wskazuja, iz jest
to materiat toksyczny, podczas gdy szereg innych badan
$wiadczy, iz CNT moga by¢ zastosowane jako doskonate
podioze dla wzrostu komorek [3,4]. Na poziomie komorko-
wym wiekszo$¢ nanoczagstek jest w stanie przedostawac
sie do wnetrza komorki w wyniku procesu endocytozy
[5,6]. Wiasciwosci powierzchniowe oraz mate rozmiary
nanorurek weglowych sprawiajg iz moggq one bra¢ udziat
W przytgczaniu oraz transporcie toksycznych substancji
chemicznych, zanieczyszczen, metali przejsciowych, a
takze organicznych produktow spalania do wnetrza komérki
wykorzystujgc mechanizm endocytozy. Duze rozwiniecie
powierzchni nanoczastek moze przyczyniac sie do produkcji
wolnych rodnikéw, ktére mogg doprowadzi¢ do zniszczenie
komorki poprzez uszkodzenie jej DNA, biatek a takze btony
komorkowej. Dodatkowo substancje obce takie jak metale
przejsciowe, zanieczyszczenia mogg powodowac nasilenie
reakcji toksycznej samego materiatu, ktéry normalnie uwa-
zany jest jako materiat nietoksyczny. Dlatego tez konieczny
jest rozwdj nowoczesnych urzadzeh i metod stuzacych do
lepszej oceny wptywu nanoczastek na organizm zywy.

Celem niniejszej pracy byto badanie biozgodnosci jed-
nosciennych nanorurek weglowych w warunkach in vitro i
in vivo.
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Introduction

Carbon nanotubes have been considered as a promising
material both technical and medical application due to the
unique mechanical, electrical and chemical properties. In
medical area, it is considered the use of carbon nanotubes
as a material for tissue engineering, gene therapy, drug
carriers etc. [1].

However, new technologies involved with the use of car-
bon nanotubes for biomedical applications must be safety.
While the toxicological mechanisms of in vitro and in vivo
response of carbon nanoparticles are poor understood [2].
The number of studies for research on the toxicology indicate
that carbon nanotubes can be cytotoxic, while others have
shown nanotubes to be excellent substrates for cellular
growth [3,4]. At the cellular level, most of nanoparticles
are able to get inside the cell via endocytosis. Endocytotic
pathways into cells can either lead to the endosomal and
lysosomal compartments or else via cell-surface lipid raft
associated domains know as caveolae [5,6]. The surface
properties and very small size of nanoparticles and nano-
tubes provide surfaces that may bind and transmit toxic
chemical pollutants, transition metals and organic chemical
combustions products inside the cells via these pathways.
The very large surface area of nanoparticles can generate
of harmful free radicals which can cause cell damage by
attacking DNA, proteins and membranes. Additionally, the
foreign substances such as transition metals, pollutants
could enhance the toxicity of some nanoparticles which
normally would not induce toxic action. That is why it is
required to develop new tools and methodologies for better
assessment of nanoparticles impact on human health.

The aim of this study was in vitro and in vivo assess-
ment of biocompatibility of single wall carbon nanotubes
(SWNT).

Z—..........................................

L


https://core.ac.uk/display/395684952?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Materialy i metody

Przedmiotem badan byty jednoscienne nanorurki weglo-
we (SWNT) (NanoCraft Inc.). Srednica nanorurek wynosita
od 2 do 3nm zas diugos$¢ zawarta byta w granicach od 30 do
50nm. Rozwinigcie powierzchni wynosito ok. 192,44m?/g.

Badania in vitro

Zywotno$é komérek (ludzka linia osteoblastyczna -
hFOB1.19) w kontakcie z nanorurkami oznaczana bytfa po
7 dniach hodowli. Nanorurki weglowe zawieszone byty w
medium hodowlanym odpowiednio w ilo$ci; 0,8mg/mli 2mg/
ml. W 12 dotkowych ptytkach hodowlanych umieszczono po
1ml roztworu nanorurek i dodano 2cm? zawiesiny komoérek w
medium hodowlanym. Hodowla prowadzona w inkubatorze
w temperaturze 37°C w powietrzu zawierajagcym 5%CO,.
Chemiluminescencja mysich makrofagow w PMI z 15%
surowicg bydlecg oznaczana byta za pomoca luminometru
Lucy 1 (Athos, Salzburg, Austria) w celu okreslenia czy na-
nomateriat weglowy nie indukuje makrofagéw do produkcji
wolnych rodnikéw.

Przeprowadzono rowniez badanie nanorurek weglowych
w kontakcie z ludzkimi osteoblastami z linii MG63 (European
Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK). Jednoscienne
nanorurki weglowe zawieszone byly w buforze fosfora-
nowym (PBS) odpowiednio w ilosci 0,4mg/ml i 4mg/ml.
Po 1ml roztworu nanorurek umieszczano w 24 dotkowych
ptytkach hodowlanych i zasiedlono komérkami. Kazdy
dotek hodowlany zawierat 1700 komorek/cm?, inkubacja
przeprowadzona zostata w 2ml medium Eagle (Sigma, USA)
z dodatkiem 10% surowicy bydlecej (Seback GmbH, Alden-
bach, Germany) w inkubatorze, w atmosferze powietrza
z dodatkiem 5%CO,. Komorki hodowano odpowiednio przez
1, 3 i 7 dni, a nastepnie poddano trypsynizacji i zliczaniu
w komorze Burkera.

Badania in vivo

Nanorurki weglowe (4mg SWNT) implantowano do
miesnia szkieletowego szczura (4 zwierzeta w serii). Od-
powiednio po 7, 30 i 90 dniach po implantacji, zwierzeta
usmiercano, a implantowany materiat wraz z otaczajaca go
tkanka pobierano do badan. Pobrane probki mrozono i cieto
za pomocg mikrotomu na kawatki o grubosci 8um. Na otrzy-
manych skrawkach przeprowadzono badania histologiczne
i histochemiczne w celu oceny procesu regeneracji tkanki.

Wyniki

Badania biologiczne wykazaty, iz Zywotno$c¢ osteoblastow
z linii hFOB1.19 w kontakcie z SWNT zalezy od stezenia
nanoczastek w medium hodowlanym (RYS.1). Zywotno$é
osteoblastéw w kontakcie z wieksza iloscig SWNT (2mg/ml)
byta nizsza (ok. 62%) w poréwnaniu z zywotnoscig komdérek
w prébce kontrolnej (ok. 100%). Natomiast przezywalnos¢
komorek w kontakcie z mniejszg ilosciag SWNT (0,8mg/ml)
byta poréwnywalna zywotnoscig komérek w prébce kon-
trolnej (o0k.100%).

llos¢ komdrek MG63 po kontakcie z SWNT po 1,317 dniu
hodowli byta rézna i zalezata réwniez od stezenia SWNT w
medium hodowlanym (RYS.2). Najmniejszg ilo$¢ komdrek
MG63 zaobserwowano dla prébki zawierajgcej 4mg/ml
SWNT (41099,8+2409,9 komorek/cm? po 7 dniach), pod-
czas gdy dla prébki zawierajacej 0,4mg/ml SWNT wartosé
ta byla prawie dwa razy wyzsza (80312,4+2731,6 komo-
rek/cm?). Jednakze, ilos¢ komorek zaréwno po kontakcie

Materials and methods

Single wall carbon nanotubes (SWNT) examined in this
study were received from NanoCraft, Inc. of Renton (USA).
Nanotubes were 2 to 3nm in diameter and 30 to 50nm in
length. The surface area of SWNT was about 192,44m?/g.

In vitro examination

The cellular viability was determined after 7 days seeding
in order to get an initial evaluation of the biocompatibility of
single wall carbon nanotubes. A human osteoblastic line of
hFOB1.19 was used in this experiment. Single wall carbon
nanotubes were suspended in a culture medium at concen-
tration of 0,8mg/ml and 2mg/ml respectively. Solutions of
SWNT (1ml) were placed in 12-well culture plates, and 2cm?
of the cells suspension in culture medium were added to
these samples. Cultures were grown in the incubator with
5% CO,/95% air atmosphere at a temperature of 37°C.

The growth and proliferation of human osteoblast-like
cells of the line MG63 (European Collection of Cell Cultures,
Salisbury, UK) on carbon nanotubes were studied. Single
wall carbon nanotubes were suspended in a PBS at con-
centration of 0,4mg/ml and 4mg/ml respectively. Solutions
of carbon nanotubes (1ml) were inserted into polystyrene
multidishes (24 wells) and seeded with osteoblast-like cells.
Each dish contained 17000cells/cm? was incubated in 2ml
of Dulbecco-modified Eagle Minimum Essential Medium
(Sigma, USA) supplemented with 10%Fetal Bovine Serum
(Seback GmbH, Aldenbach, Germany) in humidified air at-
mosphere containing 5% of CO,. Cells were cultured for 1,
3 and 7 days and after these days the cells were harvested
by trypsin and counted in a Biirker’'s chamber.

The chemiluminescence of mouse peritoneum macro-
phages in RPMI with 15%foetal bovine serum was examined
using a luminometer Lucy 1 (Anthos, Salzburg, Austria), in
order to check production of free radicals by macrophages
in contact with single wall carbon nanotubes. 50ug of nano-
tubes and opsonized with the mouse serum-zymosan- were
added to the cells (at a concentration of 5x10°) and photon
emission was measured over a period of 60min.

In vivo examination

Carbon nanotubes were implanted into the skeletal mus-
cle of adult rats. Each animal received 4mg of SWNT placed
into the gluteal muscle. At 7, 30, 90 day after implant surgery,
4 (at each time point) animals were sacrificed and tissue
specimens containing the implanted material were excised.
The samples were frozen in liquid nitrogen and next cut into
8um thick slides in cryostat microtome. To estimate the proc-
esses of tissue regeneration histological and histochemical
reactions were carried out on the obtained slides.

Results

The biological study indicated that the osteoblast-like
cells (hFOB1.19) viability in contact with single wall carbon
nanotubes depend on concentration of nanoparticles in
culture medium (FIG.1). The osteoblast viability in contact
with higher concentration (2mg/ml) of SWNT is lower (about
62%) as compared with control samples (about 100%).
However, the osteoblast survivability in contact with lower
concentration (0,8mg/ml) of SWNT was the same value as
control sample (about 100%).

On day 1, 3 and 7 after seeding the number of osteob-
last- like cells MG63 on examination samples were different
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RYS.1. Zywotnos$é osteoblastéow (hFOB1.19) w
kontakcie z SWNT.

FIG.1. Osteoblast-like cells (hRFOB1.19) viability in
contact with SWNT.
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RYS.3. Chemiluminescencja makrofagéw stymulo-
wanych zymosan oraz nanorurkaim weglowymi.
FIG.3. Chemiluminescence of macrophages sti-
mulated with zymosan and carbon nanotubes.

z probkami zawierajgcymi 0,4mg/ml i 4mg/ml SWNT byta
nizsza w porownaniu z prébka kontrolng (124138,3+1839,1
komorek/cm?).

Makrofagi petnig bardzo znaczgcg role w reakc;ji
zapalnej, dlatego tez badano oddziatywanie makrofagow
z jednosciennymi nanorurkami weglowymi w celu oceny
ich cytotoksycznosci. Metoda chemiluminescencyjna po-
zwala na sprawdzenie czy makrofagi ulegajg pobudzeniu
do produkgji wolnych rodnikéw w kontakcie z materiatem.
Uzyskane wyniki wskazujg iz makrofagi nie indukujg po-
wstawania wolnych rodnikow w kontakcie z nanomateriatem
(SWNT) (RYS.3).

W warunkach in vivo nanorurki (SWNT) byty jednorod-
nie rozproszone w migsniu szkieletowym szczura i dobrze
fagocytowane przez makrofagi (RYS.4). Fagocytowane
nanorurki wyprowadzane byly przez makrofagi z miejsca
implantacji i akumulowane w okolicznych weztach chton-
nych. W poblizu implantowanego materiatu zaobserwowano
naczynia krwionosne oraz regenerujgce widkna migsniowe
z na ogot prawidtowym poziomem enzymu OCC (oksydaza
cytochromu C) (RYS.5).

Whioski

Wyniki badan odpowiedzi biologicznej na nanomateriat
w warunkach in vivo i in vitro nie sg spodjne i charakteryzujg
sie zarowno wynikami swiadczacymi o wysokiej biozgod-
nosci materiatu jak i toksycznosci.
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RYS.2. Wzrost ilos¢ komérek MG63 w kontakcie
z ré6zng koncentracja SWNT oraz PS po 1,3,17
dniu hodowli.

FIG.2. Number of MG63 cells grown for 1,3 and 7
days on PS and different concentration SWNT.

RYS.4. Przekroj przez miesien zawierajacy SWNT.
Barwienie histologiczne May-Griinwald-Giemsa
(MGG).

FIG.4. The cross-section through the muscle
with SWNT. Histological staining: May-Griinwald-
Giemsa (MGG).

and depend on concentration of SWNT (FIG.2). The lowest
number of MG63 cells was observed on the samples con-
taining 4mg/ml SWNT (41099,8+2409,9cells/cm? after 7 day)
for the samples containing 0,4mg/ml SWNT the number of
cells was almost twice higher compare with samples con-
taining 4mg/ml SWNT. However, the number of cells both
the samples containing 0,4mg/ml SWNT and the samples
containing 4mg/ml SWNT was considerably lower in com-
parison with control samples (PS — polystyrene).

Macrophages play a prominent role in regulation of
inflammatory response, their interactions with single
wall carbon nanotubes were determined for preliminary
toxicological assessments of nanomaterials. The chemilu-
minescence method was used in order to check whether
the macrophages might undergo activation and release
free radicals in contact with single wall carbon nanotubes.
The obtained results indicate that SWNT did not activate the
macrophages to release free radicals, witch could be toxic
for the surrounding cells and tissues (FIG.3).

In vivo condition SWNT were uniformly dispersed into the
muscle tissue of rat and well phagocitosed by macrophages
(FIG.4). The phagocitosed particles of SWNT were carried
out by macrophages from the place of implantation and ac-
cumulation inside the nodes. Numerous regenerating mus-
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Badania w srodowisku in vitro wykazaty
iz zywotnos¢ oraz proliferacja osteoblastéw
zalezy od ilosci jednosciennych nanorurek ==
weglowych. Jednoczesnie, badania in vitro
wykazaty, ze komorki w kontakcie z SWNT
wykazujg normalny wzrost i morfologie bez |
efektu cytotoksycznego. Dodatkowo zaob-
serwowano brak aktywacji makrofagéw do
produkcji wolnych rodnikéw $wiadczacg o
braku toksycznosci nanorurek weglowych
SWNT.

Odpowiedz tkanek w warunkach in vivo
na implantowany nanomateriat weglowy jest
ztozona. Transport SWNT, przez makrofagi
z miejsca implantacji do lokalnych weztow |
chtonnych moze swiadczy¢é o niepozada-
nych efektach zwigzanych z cytotoksycz-
noscig. Podczas gdy brak tkanki fgcznej
otaczajgcej implant oraz szybka regene-
racja tkanki jest czynnikiem $wiadczacym
0 biozgodnosci materiatu.

Nanomateriaty wykazujg szereg cha-
rakterystycznych wtasciwosci takich jak
duza ilo$¢ powierzchni w przeliczeniu
na mase materialu oraz wysoka energia
powierzchniowa. Dlatego wydaje sie, ze kluczem do zro-
zumienia specyfiki reakcji nanomateriatu z biologicznym
srodowiskiem jest analiza procesdw zachodzacych na
powierzchni nanoczastek. Wysoka (najprawdopodobniegj)
absorpcja biatek na powierzchni nanoczastek, zawartych
w medium hodowlanym moze zmienia¢ znaczaco jego sktad
chemiczny co przypuszczalnie wptywa na wzrost komoérek
w warunkach in vitro. Natomiast odpowiedz biologiczna
in vivo, jest o wiele trudniejsza do wyttumaczenia. Adsorp-
cja biatek na powierzchniach nanorurek czyni je z jednej
strony niewidzialnymi dla uktadu obronnego, jednoczesnie
obserwuije sie intensywne wnikanie nanoczastek do wnetrza
komorek i transport do weztéw chtonnych.
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RYS.5. Przekrdj przez miesnien zawierajacy SWNT.
Reakcja histochemiczna na obecnosé.

FIG.5. The cross-section through the muscle
with SWNT implants. The reaction for the OCC
activity.

cle fibres with different

enzyme (OCC) and
blood vessels were
observed in contact
with carbon nano-
tubes (FIG.5).

Conclusion

This preliminary
4 in vitro study suggest
§ that the viability and
proliferation of the
osteoblast like cells
depends on the con-
centration of SWNT.
Simultaneously,
in vitro studies found
that human osteoblast
— like cells response
to carbon nanotubes
demonstrated normal
cellular growth and
morphology, without
cytotoxicity effect. The lack of macrophages activation to
produce free radicals in contact with SWNT indicate absence
toxicity effect for surrounding cells.

In vivo analysis of tissue response to such nano-sized
carbon forms led to ambiguous results. The presence of the
translocation of SWNT from implant sites to lymph nodes
may suggest undesirable effects related to cytotoxicity.
Whereas the absence of connective tissue capsule around
the implants and fast tissue and blood vessel regeneration
are characteristic symptoms of biocompatible materials.
Results of our in vitro and in vivo investigations encourage
to further careful study in order to a better understanding
of the interactions between cells, living body and carbon
nanotubes.
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