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Celem pracy byto porownanie cytotoksycznosci tlenku cynku(Il) w postaci
nanoproszku o wielkosci czqstek <50 nm oraz tlenku cynku(Il) o wielkosci czq-
stek < 5 um. Badania wykonano na dwoch starzejqcych sie liniach komorko-
wych: diploidalnych fibroblastach ptucnych oraz skornych. ZnO w zaleznosci
od rozmiaru czqstek wykazywat zroznicowanq cytotoksycznosé w stosunku do
badanych komorek. Zwiqzek o wielkosci czqstek < 50 nm byt mniej toksyczny
niz ten sam zwiqzek o wielkosci czqstek < 5 um. Stwierdzono, ze wrazliwos¢
starzejqcych sie komorek na dziatanie tlenku cynku(Il) moze zmieniaé sie w miare
ich starzenia sie.

Hasta kluczowe: tlenek cynku(II); nano; mikro; starzejace si¢ komorki; in vitro.
Key words: zinc oxide(II),; nano; micro; senescent cells; in vitro.

Nanotechnologia to dziedzina nauki, ktoéra powstata w latach dziewigédziesia-
tych XX wieku. Zajmuje si¢ kontrolowanym wytwarzaniem nanoczastek i nano-
materiatldw oraz metodami stuzacymi do ich badania i modelowania (1).

W zaleceniu Komisji z 2011 r. dotyczacym definicji nanomateriatu ,,nanoma-
terial” zdefiniowano jako ,naturalny, powstaty przypadkowo lub wytworzony
materiatl zawierajacy czastki w stanie swobodnym lub w formie agregatu badz
aglomeratu, w ktérym co najmniej 50% lub wigcej czastek w liczbowym rozkta-
dzie wielkos$ci czastek ma jeden lub wigcej wymiarow w zakresie 1 nm + 100 nm.
W okreslonych przypadkach, uzasadnionych wzgledami ochrony srodowiska, zdro-
wia, bezpieczenstwa lub konkurencyjnosci, zamiast warto$ci progowej liczbowe-
go rozktadu wielkoSci czastek wynoszacej 50% mozna przyjaé wartos¢ z zakresu
1-50%. [...]” 2).

Nanotechnologia moze wplyna¢ na polepszenie warunkow zycia i pracy czto-
wieka. Nalezy jednak pamigtac¢ takze o potencjalnym szkodliwym dziataniu nano-
czastek na cztowieka i srodowisko, wynikajacym z ich specyficznych wtasciwosci
fizycznych i chemicznych. Zakres potencjalnie szkodliwego dzialania nanocza-

* Opracowano w ramach III etapu programu wieloletniego ,,Poprawa bezpieczenstwa i warunkow
pracy”, finansowanego w latach 20142016 w zakresie badan naukowych i prac rozwojowych przez Mini-
sterstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego/Narodowe Centrum Badan i Rozwoju. Koordynator programu:
Centralny Instytut Ochrony Pracy — Panstwowy Instytut Badawczy.
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stek na organizm cztowieka i srodowisko nie w pelni jest jeszcze zdefiniowany,
poniewaz odkrywanie stale nowych zastosowan nanoproduktow moze nies¢ za
soba nieuswiadomione dzisiaj zagrozenia, skad wynika pilna potrzeba badan tych
zwigzkow.

Biorac natomiast pod uwagg, iz w nadchodzacych dziesigcioleciach kraje UE
doswiadcza gwattownego wzrostu udziatu w ogdlnej populacji osob starszych, a co
za tym idzie zwigkszy si¢ liczba senioréw na rynku pracy, pojawila si¢ pilna po-
trzeba uzupelnienia i poszerzenia badan o wykonywane na modelach, w ktérych
zachodza zmiany typowe dla procesu starzenia si¢, jako niezbednego narzedzia
dla zapewnienia bezpiecznych warunkéw pracy rowniez pracownikom w wieku
uwazanym do tej pory za poprodukcyjny.

Celem badan byla zatem ocena wptywu tlenku cynku o dwdch wielkosciach
czastek (nano i mikro) na starzejace si¢ ludzkie linie komorkowe, przyjete jako
model starzejacego si¢ organizmu czlowieka.

MATERIAL I METODY

Badania poréwnawcze przeprowadzono z wykorzystaniem zwiazkéw komercyj-
nie dostepnych i1 opisanych przez producenta pod wzgledem wielkosci czastek oraz
powierzchni wlasciwej, ktorych rozmiar potwierdzono za pomoca skaningowego
mikroskopu elektronowego (SEM). Zostata oceniona cytotoksyczno$¢ tlenku cyn-
ku(IT) (CAS 1314-13-2) (M., = 81,4) w postaci nanoproszku o wielkosci czastek
<50 nm (BET) i powierzchni wlasciwej >10,8 m?/g oraz tlenku cynku(II) o wiel-
kosci czastek < 5 pm. Badane zwiazki pochodzity z firmy Sigma-Aldrich (Sigma
Chemical Company, St. Louis, Mo USA).

Badania wykonano na dwoch starzejacych sig liniach komérkowych zakupionych
w amerykanskiej kolekcji ATCC (Amerykanska Kolekcja Kultur Typowych): linii
diploidalnych fibroblastéw skérnych CCD-1136Sk (ATCC® CRL-2697™) oraz linii
diploidalnych fibroblastéw ptucnych CCD-8Lu (ATCC® CCL-201™) .

Do oceny cytotoksycznego dziatania badanych zwiazkow zastosowano test re-
dukg;ji soli tetrazolowej MTT okreslajacy aktywnos$¢ metaboliczna komoérek (test
MTT) oraz test NRU oceniajacy integralno$¢ bton komérkowych, ktérego zasada
jest oparta na zdolnosci zywych, nieuszkodzonych komorek do pochtaniania barw-
nika — czerwieni obojetnej (chlorowodorek 3-amino-7-dimetylo-amino-2-metylo-
fenazyny).

Zawiesiny wyjsciowe badanych zwiazkoéw o stezeniu w/v przygotowywano bez-
posrednio przed wykonaniem testow cytotoksycznoséci. Badane zwiazki zawiesza-
no bezposrednio w medium hodowlanym (jednorodnos¢ zawiesiny utrzymywano
poprzez wytrzasanie na Votrex’ie). Roztwory obu ksenobiotykéow sporzadzano
w szesciu stgzeniach w zakresie stezen efektywnych w medium hodowlanym.
Badanie cytotoksyczno$ci wykonywano w trzech powtoérzeniach. Czas narazania
komorek na badane substancje wybrano na podstawie przegladu pisSmiennictwa.
Zastosowano narazenie trwajace 24 h.
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WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Przeprowadzono badania porownawcze in vitro wrazliwosci poéznych, przyjetych
jako model starzejacego si¢ organizmu oraz wczesnych pasazy ludzkich komoérek
diploidalnych na cytotoksyczne dziatanie ZnO w postaci dwoch zwiazkow o roz-
nych rozmiarach czastek: nanotlenku cynku(Il) z tlenkiem cynku(Il) o wielkosci
czastek < 5 um. W celu potwierdzenia deklarowanej przez producenta wielko$ci
czastek wykonano zdjecia badanych zwiazkéw za pomoca skaningowego mikro-
skopu elektronowego (SEM).

Badania wptywu ZnO o dwdéch rozmiarach czastek na komorki linii fibrobla-
stow skornych CCD-1136Sk (ATCC® CRL-2697™) przeprowadzono na pasazach
6-31.

Analizujac wartosci ICsy oznaczone przy narazeniu komorek fibroblastow skory
CCD-11368k (tab. 1) stwierdzono, ze tlenek cynku(Il) o wielko$ci czastek < 50
nm wykazywat stabsze dzialanie cytotoksyczne na kolejne pasaze komorek CCD-
1136Sk niz ten sam zwiazek o wielkosci czastek < 5 pm na analogiczne pasaze tych
komorek. Zjawisko to obserwowano zarowno w tescie MTT, jak i NRU.

Tabela |. Warto$ci ICsg wyznaczone dla tlenku cynku o wielkosci czastek < 50 nm oraz < 5 um na kolejnych
pasazach komorek CCD-1136Sk (ATCC® CRL-2697™) w tescie MTT i NRU.

Table I. ICsq values for < 50 nm and < 5 um zinc oxide particle sizes determined in consecutive passages
of CCD-1136Sk (ATCC® CRL-2697™) cells in MTT and NRU tests

Warto$é I1Csy (uM)
Numer pasazu ZnO nano (< 50 nm) Zn0O mikro (< 5 um)
MTT NRU MTT NRU
pasaz 6 1384 + 66 1687 = 183 263 = 1 428 £ 7
pasaz 8 592 = 10 782 = 11 246 = 7 308 = 40
pasaz 12 782 = 59 1455 = 250 503 = 15 702 = 17
pasaz 15 654 + 33 857 = 61 271 £ 6 439 £ 7
pasaz 17 734 = 34 1006 = 100 334 £ 8 442 + 31
pasaz 23 664 + 22 1035 += 55 365 + 4 450 + 54
pasaz 28 239 = 1 539 + 19 171 £ 3 183 + 36
pasaz 31 290 + 4 725 =1 260 = 1 264 =5

Wyniki przedstawiono jako warto$ci $rednie = odchylenie standardowe (n=3).

W ocenie dziatania cytotoksycznego (tj. obnizeniu zywotnosci komérek w po-
réwnaniu z kontrola) badanych zwiazkéw na komorki fibroblastow skornych CCD-
1136Sk oraz ptucnych CCD-8Lu ocenianego na podstawie testu redukcji MTT
i testu NRU za 100% przyjgto stopien pochtaniania czerwieni obojgtnej 1 stopien
redukcji MTT w probach kontrolnych (nienarazanych). Kazdy punkt reprezentuje
$rednig i1 odchylenie standardowe z 9 pomiaré6w w 3 niezaleznych eksperymen-
tach. Pelny profil dziatania toksycznego badanych zwiazkow ocenianych testem
MTT i NRU, tj. obnizenie zywotnosci komodrek w zakresie 20+ 80% w porownaniu
z kontrola, uzyskano dla obu badanych zwiazkow.
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Analizujac przebieg krzywych zaleznosci zywotnosci komoérek od stezenia ZnO
stwierdzono, ze dwa ostatnie pasaze komorek CCD-1136Sk (pasaz 28 i 31) okazatly
si¢ bardziej wrazliwe na dziatanie nanotlenku cynku(Il) niz pasaze wczesniejsze.
Bylo to widoczne w tescie MTT przy narazeniu komorek na zwiazek o wielkosci
czastek < 50 nm w stezeniu 50 pg/cm? (ryc. 1), podczas gdy w tescie NRU, w kto-
rym obserwowano wigksza zmienno$¢ wartosci oznaczanych w poszczegolnych
pasazach, bardziej wrazliwe okazaly sig tylko komorki pasazu nr 28. Jednocze$nie
komorki najmlodszego pasazu (nr 6) byly statystycznie istotnie najmniej wrazliwe
na badany zwiazek o stezeniu 100 pg/cm?.
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Ryc. 1. Wptyw tlenku cynku(Il) o wielkosci czastek < 50 nm na zywotno$¢ komoérek CCD-1136Sk
(ATCC® CRL-2697™) oceniang testem MTT. Wyniki przedstawiono jako warto$¢ $rednia + odchylenie
standardowe (n=9); * — wyniki istotne statystycznie (p<0,05).

Fig. 1. Effect of zinc (IT) oxide < 50 nm particles on CCD-1136Sk (ATCC® CRL-2697™) cell viability
assessed by MTT test. The results represent mean values + standard deviation (n=9); * — statistically
significant results (p<0.05).
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Ryc. 2. Wplyw tlenku cynku(II) o wielkosci czastek < 5 pm na zywotnos¢ komorek CCD-1136Sk
(ATCC® CRL-2697™) oceniana testem NRU. Wyniki przedstawiono jako warto$é $rednia + odchylenie
standardowe (n=9); * — wyniki istotne statystycznie (p<0,05).

Fig. 2. Effect of zinc (1) oxide < 50 nm particles on CCD-1136Sk (ATCC® CRL-2697™) cell viability
assessed by NRU test. The results represent mean values + standard deviation (n=9); * — statistically
significant results (p<0.05).
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Podobna tendencje (zwigkszona wrazliwos¢ pasazu 28), cho¢ mniej nasilona,
zanotowano przy narazeniu badanych fibroblastow skornych na mikrotlenek cyn-
ku(Il) w tescie NRU (ryc. 2), a takze w tescie MTT. Zjawisko takie zaobserwowano
przy narazeniu na zwiazek w stezeniu 20 pg/cm?.

Badania wplywu ZnO o dwoch rozmiarach czastek na komorki linii fibro-
blastow ptucnych CCD-8Lu (ATCC® CCL-201™) przeprowadzono na pasazach
11+22.

Podobnie jak w przypadku narazenia fibroblastéw skornych, tlenek cynku(II)
o wielkoSci czastek < 50 nm wykazywat stabsze dzialanie cytotoksyczne na ko-
morki fibroblastow ptucnych CCD-8Lu niz ten sam zwiazek o wielkos$ci czastek
< 5 um. Zjawisko to obserwowano zaréwno w tescie MTT, jak i NRU (tab. II).

Tabela Il. Wartosci ICsq wyznaczone dla tlenku cynku o wielkos$ci czgstek < 50 nm oraz < 5 um na kolejnych
pasazach komorek CCD-8Lu (ATCC® CCL-201™) w tescie MTT i NRU

Table Il. ICso values for < 50 nm and < 5 um zinc oxide particle sizes determined in consecutive passages
of CCD-8Lu (ATCC® CCL-201™) cells in MTT and NRU tests

Warto$é ICsy (uM)
Numer pasazu ZnO nano (< 50 nm) Zn0O mikro (< 5 um)
MTT NRU MTT NRU
pasaz 11 766 = 15 577 + 48 423 * 25 405 = 45
pasaz 14 503 + 78 705 = 40 334 £ 9 405 + 36
pasaz 18 667 + 38 715 = 62 342 £ 7 402 = 23
pasaz 22 720 = 1 798 = 19 329 = 41 351 = 29

Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (n=3).
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Ryc. 3. Wplyw tlenku cynku o wielko$ci czastek < 50 nm na zywotno$¢ komoérek CCD-8Lu (ATCC®
CCL-201™) oceniang testem MTT. Wyniki przedstawiono jako warto$é $rednia + odchylenie standar-
dowe (n=9); * — wyniki istotne statystycznie (p<0,05).

Fig. 3. Effect of zinc (1) oxide < 50 nm particles on CCD-8Lu (ATCC® CCL-201™) cell viability assessed

by MTT test. The results represent mean values + standard deviation (n=9); * — statistically significant
results (p<0.05).
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Analizujac przebieg krzywych zaleznosci zywotnosci komorek od stezenia ba-
danych zwiazkéw chemicznych w badanych pasazach komoérkowych fibroblastow
ptucnych stwierdzono, ze komorki ostatniego pasazu (nr 22) byly z kolei najmniej
wrazliwe (zjawisko odwrotne niz w przypadku fibroblastow skornych) na nanotle-
nek cynku(Il) w stezeniu 20 pg/cm?, co zaobserwowano w tescie MTT (ryc. 3).
Komorki tego same pasazu okazaly si¢ rowniez najmniej wrazliwe w tescie MTT
na mikrotlenek cynku(Il) w stezeniu 300 i 600 pg/cm?, ale byty najbardziej wraz-
liwe na ten zwiazek o stezeniu 20 ug/cm’ w teScie NRU.

Zaobserwowana w niniejszych badaniach odmienna reaktywnos¢ fibroblastow
pochodzacych z roznych anatomicznie miejsc na cytotoksyczne dziatanie tych sa-
mych ksenobiotykéw jest spojna z badaniami Chang 1 wspotpr. (3), ktorzy badali
roéznice na 50 pierwotnych liniach komérkowych fibroblastoéw wyprowadzonych
z 10 miejsc u 16 dawcow i obserwowali znaczace rdéznice migdzy nimi.

Podobnie r6zna reaktywnos¢ komorek w zaleznosci od ich pochodzenia stwier-
dzili Hetzel i wspotpr. (4), ktorzy zaobserwowali, ze fibroblasty pochodzace z ptuc
prawidtowych oraz ptuc objetych widknieniem réznia si¢ pod wzgledem reakcji na
czynniki wzrostu.

Wykazano takze (5), ze fibroblasty pochodzace z blony $luzowej jamy ustnej
proliferuja szybciej i maja wigksza zdolnos¢ podwojen populacji niz fibroblasty
skorne. Stwierdzono, ze fibroblasty pochodzace z blony $luzowej jamy ustnej wy-
dzielaja wigcej czynnika wzrostu hepatocytow (HGF) oraz keratynocytow (KGF)
niz fibroblasty skérne.

Nawet w komorkach linii ustalonych (unie$miertelnionych), ktére sa utrzymy-
wane przez dlugi okres czasu moga wystgpowac mutacje, ktore zmieniaja charak-
terystyke komorek, jaka byta stwierdzona we wczesnych pasazach danej linii (6).
Stwierdzono m.in. zmiany (aberracje) w kariotypie komorek (zestaw chromosomow
komorki): duplikacje (powielenia odcinka chromosomu) oraz powielenia catych
chromosoméw. Autorzy podkreslaja, ze potwierdzenie pochodzenia linii komor-
kowej, jak rowniez doktadna jej charakterystyka (z podaniem numeru pasazu) jest
warunkiem niezbednym do uzyskiwania wiarygodnych wynikéw do$wiadczen,
ktore tylko pod tym warunkiem moga by¢ przydatne dla innych badaczy.

Przy interpretacji wynikoéw badania cytotoksycznosci nanoczastek tlenku cyn-
ku(IT) nalezy wzia¢ pod uwage zasade, ktéra mowi, ze badany nanomaterial, ktory
nie jest rozpuszczalny w wodzie nalezy identyfikowa¢ jako potencjalnie inwazyjny
dla organizméw zywych. Natomiast je§li nanoczastki w temperaturze pokojowej
rozpuszczaja si¢ w wodzie, to nie nalezy prowadzi¢ dalszej ich oceny jako nano-
materiatéw (7). Biorac pod uwagg, ze ZnO nie jest zwiazkiem catkowicie, w 100%
nierozpuszczalnym w wodzie, nalezy wzia¢ pod uwage, iz moze to znajdowac
odzwierciedlenie we wptywie na jego cytotoksyczno$¢ réwniez jondow, mogacych
tworzy¢ si¢ (cho¢ w bardzo niewielkich ilo$ciach) podczas zawieszania zwiazku
w wodzie/medium hodowlanym (8, 9).

Porownujac cytotoksyczne dziatanie dwoch tlenkéw cynku(Il) o réznej deklaro-
wanej przez producenta wielko$ci czastek stwierdzono, ze ZnO o wielkosci czastek
<50 nm wykazywat stabsze dziatanie cytotoksyczne na komorki fibroblastow skory
CCD-1136Sk niz ten sam zwiazek o wielkosci czastek < 5 um. Prawidlowos¢ te
stwierdzono zaréwno w tescie MTT, jak i NRU. Jest to godne uwagi, zwlaszcza,



Nr 1 Porownanie cytotoksycznego dziatania nano- i mikro- ZnO 31

ze nie przeprowadzano sonikacji przygotowanych zawiesin, a wigc komorki byty
narazane rowniez na powstate agregaty/aglomeraty nanotlenku cynku(II).

Zjawisko takie nie jest obserwowane powszechnie, ale w literaturze znajduja
si¢ doniesienia zar6wno o wyzszej toksyczno$ci nanoczastek ZnO w poréwnaniu
z tlenkiem cynku(Il) o wigkszym rozmiarze czastek, o zjawisku odwrotnym, jak
réwniez o braku jakichkolwiek roznic zwiazanych z rozmiarem czastek (10).

Oznaczone w niniejszej pracy stgzenia nanotlenku cynku(Il) hamujace niemal
catkowicie proliferacje komorek sa spojne z doniesieniami literaturowymi (11) tylko
w przypadku doswiadczen na wczesnych pasazach komorkowych. Stwierdzono
natomiast, ze nanotlenek cynku(Il) w analogicznych st¢zeniach dziatal bardziej
toksycznie na komoérki dwoch najstarszych pasazy fibroblastow skdérnych, ktore
okazaty si¢ bardziej wrazliwe na dziatanie ZnO o wielkos$ci czastek < 50 nm niz
pasaze mtodsze.

Przyczyna zréznicowanych wynikéw badan nad nanoczastkami opisywanych
przez réznych autorow moze by¢ duza liczba parametrow, ktore moga mie¢ wptyw
na ich toksycznos$¢. Podstawowym zagadnieniem jest charakterystyka nanomate-
riatow oraz ich interferencja z metodami badawczymi (12).

Podstawowym problemem przy badaniu zwiazkéw chemicznych w postaci py-
16w metodami kolometrycznymi jest ich osadzanie si¢ na dnie dotkéw mikroptytek,
w ktorych przeprowadzane sa doswiadczenia, co moze zaburzaé¢ pomiar absorban-
cji. Z tego powodu ograniczony jest zakres stezen badanych pyldéw, na ktore moga
by¢ narazane komorki, a co za tym idzie niekiedy niemozliwe staje si¢ uzyskanie
pelnego profilu dziatania zwiazku i uzyskania dzialania cytotoksycznego na badane
komorki.

Wyniki wielu doniesien literaturowych wskazuja, ze nanoczastki moga wywo-
tywa¢é szeroki zakres odpowiedzi biologicznych, poczawszy od dziatania cytotok-
sycznego az po dziatanie ,,cytoochronne” (13), co stanowi wazna przestanke do
prowadzenia dalszych badan nad dziataniem zwiazkéw skali nano na organizmy.

WNIOSKI

1. Tlenek cynku(Il) o wielkosci czastek < 50 nm wykazywal stabsze dziata-
nie cytotoksyczne na komorki fibroblastéw skéry oraz ptuc niz ten sam zwiazek
o wielkos$ci czastek < 5 pm. Zjawisko to obserwowano zarowno w tescie MTT,
jak i NRU.

2. Uzyskane wyniki wskazuja, ze wrazliwo$¢ starzejacych si¢ komorek na cyto-
toksyczne dziatanie badanych zwiazkéw chemicznych moze zmieniaé si¢ w miarg
ich starzenia sig, jednak zmiany te przy narazeniu na ZnO o dwoch rozmiarach
czastek nie sa wyrazne.

3. Bardziej spojne wyniki poré6wnania wrazliwosci kolejnych pasazy starzeja-
cych si¢ komoérek uzyskano w badaniach na fibroblastach wyprowadzonych ze
skory.

4. Kluczowe znaczenie w poréwnaniu cytotoksycznego dzialania zwiazkéw che-
micznych na mtodsze i starsze pasaze fibroblastow ludzkich moze mie¢ stezenie
badanego zwiazku.
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K. Miranowicz-Dzierzawska

COMPARISON OF THE CYTOTOXIC EFFECT OF NANO- AND MICRO-ZNO
IN THE CONSECUTIVE PASSAGES OF SENESCENT CELLS IN VITRO

Summary

The aim of the study was to assess whether there were differences between the results of determining
cytotoxicity of ZnO in nano (< 50 nm) versus micro (< 5 um) particle size on senescent cells of different
age. Experiments were conducted on subsequent passages of senescent human lung CCD-8Lu (ATCC®
CCL-201™) or skin CCD-1136Sk (ATCC® CRL-2697™) fibroblasts. Cytotoxicity of the xenobiotics
was evaluated using two cell viability assays: MTT assay, determining metabolic activity of cells, and
NRU assay, assessing the integrity of cell membranes.

The older skin fibroblasts CCD-1136Sk were more susceptible to the cytotoxic effect of both tested
substances in comparison with younger cells, although not for all tested concentrations of the compounds.

Zinc oxide (II) having a particle size < 50 nm was less cytotoxic to the skin and lung fibroblasts than
the same compound having a particle size of < 5 microns. This phenomenon was observed in both the
MTT and the NRU assay.

The results showed that the passage number of diploid human fibroblasts had an important impact on
the susceptibility of cells to chemicals. The concentration of the tested compounds may also play a key
role in the influence of xenobiotics on successive passages of human diploid fibroblasts.
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