Koncepcja projektu jest znalezienie modyfikacji tlenku grafenu (GO) lub jego zredukowanej formy
(rGO), ktéra zapewni uzyskanie przez te zwiazki silnych wlasciwos$ci cytotoksycznych jedynie w
stosunku do komoérek nowotworowych.

Projekt bedzie sklada¢ si¢ z dwoch podstawowych etapdéw. Pierwszym z nich bedzie synteza i
fizykochemiczna charakterystyka tlenku grafemu (GO), zredukowanej formy (rGO) i jego zmodyfikowanych
pochodnych. Tlenek grafenu (GO) bedzie syntetyzowany poprzez intensywne utlenianie ptatkow grafitu
ré6znymi metodami: Staudenmaiera , Hummersa , metody zaproponowanej przez grupe prof. Toura oraz
poprzez utlenianie w niskotemperaturowej plazmie lub ozonie. Natomiast zredukowany tlenek grafenu
bedzie przygotowany przez intensywng redukcje tlenku grafenu (GO) z uzyciem silnych $rodkow
redukujacych. Przeprowadzone modyfikacje GO 1 rGO, beda polegaly na kowalencyjnym badz
nickowalencyjnym dotgczeniu réznych zwigzkow chemicznych. Zwigzki te beda wybierane pod wzgledem
jak najmniejszej toksycznosci w stosunku do zdrowych komorek ludzkiego organizmu. Przygotowane probki
beda w pierwszej kolejnosci analizowane pod wzgledem fizykochemicznym w celu okreslenia jakosci
zastosowanej modyfikacji.

Drugim etapem beda badania cytotoksycznos$ci oraz mechanizmu dzialania otrzymanych materiatow. Ten
etap badan bedzie przeprowadzony na dwoch typach hodowli: dwuwymiarowej (2D) oraz trojwymiarowe;j
(3D), na czterech liniach komorkowych: HepG2 (komorki raka watroby, HT-29 (komoérki raka jelita
grubego) oraz odpowiadajacym im liniom komoérek prawidtowych. Hodowla 2D bedzie przeprowadzona na
standardowych ptytkach hodowlanych (hodowla w postaci monowarstwy). Ten etap badan bedzie mial na
celu okreslenie najbardziej toksycznej zsyntetyzowanej formy grafenu oraz jej stezenia i czasu inkubacii,
ktora jednoczesnie nie bedzie negatywnie wplywala na zdrowe komorki pochodzace z tych samych czgsci
organow. Hodowla 3D bedzie prowadzona w postaci sferoidow komorkowych, ktore sa
najpowszechniejszym rodzajem hodowli przestrzennych, zawezajacych barier¢ jaka istnieje miedzy
warunkami in vitro (warunki laboratoryjne) a in vivo (warunki naturalne). Dowiedziono, ze komorki
rozwijajace si¢ w postaci sferoidow sa bardziej odporne na badane substancje, niz komorki budujace
monowarstwe. Ten etap badan bedzie przeprowadzony we wcezesniej zaprojektowanych mikrosystemach
typu Lab-on-a-Chip. Mikrosystemy te dzigki materiatlowi z jakiego sa wykonane (poli(dimetylosiloksan)-
PDMS) oraz dzigki specjalnej konstrukcji umozliwiajg przeprowadzenie w nich dtugoterminowej hodowli
komorkowej w postaci sferoidow. Ponadto umozliwiaja obserwacj¢ zmian zachodzacych w pojedynczym
sferoidzie. W pierwszej kolejnosci sferoidy ztozone z komoérek badanych linii zostang poddane wptywowi
tlenku grafenu, jego formy zredukowanej oraz zmodyfikowanym formom obu pochodnych grafenu o
parametrach ustalonych w pierwszym etapie badan. W przypadku braku efektu, stezenie, oraz czas inkubacji
bedg zmienione. Innowacyjnoscia planowanych badan bedzie okreslenie czasu dzialania grafenu na
sferoidy w trakcie dlugoterminowej hodowli.

Do analizy wptywu zsyntetyzowanych form grafenu na nowotworowa oraz zdrowa hodowle in vitro
zarOwno w postaci monowarstwy jaki i sferoidow, planowane jest wykorzystanie roznych technik
mikroskopowych potaczonych z metodami wybarwiania komorek, w tym szczegélnie mikroskopii
konfokalnej (zmiany morfologiczne komorek). Ponadto zostanie okreslona cytotoksyczno$¢ — oraz
mechanizm dziatania badanych probek z wykorzystaniem handlowo dostepnych testow toksycznosci
badanych zwiazkow oraz cytometrii przeptywowe;.

Zespot podejmuje dang tematyke badawcza ze wzgledu na interesujgce wlasciwosci biologiczne jakie
posiadaja tlenek grafenu oraz jego zredukowana forma. Pomyst wykorzystania owych form grafenu w
terapii przeciwnowotworowej zwigzany jest z ich mata toksycznosciag (weglowa budowa), lokalnym
dziataniem, niewielkg zdolnoscig do przemieszczania, dobrym przewodnictwem cieplnym oraz mozliwos$cia
indukowania apoptozy — naturalnej $mierci komorki. Ponadto tatwe sfunkcjonalizowanie tych form
rozszerza zakres ich zastosowania w badaniach przeciwnowotworowych. W zwigzku z rosngcg iloscig
zachorowan na raka materiaty te moga wnie$¢ nowe mozliwosci w diagnostyce i terapiach tego typu chorob.



