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Ocena cytotoksycznego dziatania nanoczastek tlenku ceru

Wstep

Nanomaterialy, coraz szerzej stosowane w wielu dziedzinach go-
spodarki, powinny by¢ oceniane nie tylko pod katem rozwiazan tech-
nicznych, ale réwniez zagrozen, jakie moga stwarza¢ dla zdrowia ludzi
i $srodowiska naturalnego.

Tlenek ceru CeO,-NM (nanoceria) nanometrowy (inaczej: nanome-
tryczny) nalezy do nanomaterialéw o przewidywanym w najblizszej
przysztosci najwigkszym zastosowaniu komercyjnym [OECD, 2011].
Ce0,-NM jest stosowany przede wszystkim jako katalizator paliwa w
silnikach Diesla, elektrolit w statotlenkowych ogniwach paliwowych
SOFC (Solid Oxide Fuel Cells), material polerski, barwnik plastiku,
warstwa buforowa dla nadprzewodnikow, powtoka dla filtrow podczer-
wieni, pochtaniacz UV.

Pomimo, ze produkcja CeO,-NM jest wielkotonazowa, to istniejace
dane toksykologiczne uznane zostaty za niewystarczajace do oceny za-
grozen, jakie moze stwarza¢ dla ludzi i Srodowiska (w tym $rodowiska
pracy) [OECD, 2011]. Badania prowadzone w ostatnich latach daja bo-
wiem niespdjny obraz toksycznego dziatania CeO,-NM. Wyniki badan
wykazuja zar6wno dziatanie cytotoksyczne [Kroll i in., 2011; De Marzi
i in., 2013], jak 1 jego brak [Xia i in. 2008; Park i in. 2008; De Marzi
iin., 2013], dziatanie prooksydacyjne [Kroll i in., 2011], jak rdwniez an-
tyoksydacyjne [Niu i in. 2007;Xia i in. 2008], wystapienie reakcji pro-
zapalnych [Celardo i in., 2011], jak i ich brak [Xia i in. 2008]. Powyzsze
dane wskazuja, ze ocena bezpieczenstwa chemicznego CeO,-NM jest
problem otwartym i waznym.

Jednym z pierwszych etapéw oceny zagrozen stwarzanych przez che-
mikalia sa badania prowadzone w warunkach in vitro na komdrkach
wyizolowanych z narzaddw, gtownie ssakow, w tym badanie dziatania
cytotoksycznego [Zapor, 2012]. Ocena cytotoksycznosci nanomate-
rialow jest podstawowym narzgdziem w okre$laniu ich potencjalnych
skutkéw na poziomie komorkowym, wskazuje bowiem nie tylko sto-
pien uszkodzen, ale rowniez ich mechanizm [A4rora i in. 2012].

Celem badan prezentowanych w niniejszej pracy byta ocena cyto-
toksycznego dziatania nanoczastek tlenku ceru na komorki uktadu od-
dechowego i rozrodczego. Badano wplyw CeO,-NM na integralnos¢
bton komorkowych i aktywnos$¢ metaboliczna komorek. Dodatkowo
oceniano wplyw niektorych elementow metodyki stosowanych testow
na wielko$¢ efektu cytotoksycznego.

Metodyka

Badano tlenek ceru o nominalnej wielkosci czastek: < 25 nm w za-
wiesinie wodnej (Sigma nr kat. 643009). Badania wykonywano na ko-
morkach jajnika chomika chinskiego (CHO-9) oraz komérkach nabton-
kowych pluc cztowieka (A549). Do oceny cytotoksycznego dziatania
Ce0O,-NM zastosowano fest NRU pochtaniania czerwieni obojgtnej
(Neutral Red Uptake) oceniajacy integralnos¢ bton komorkowych oraz
test MTT redukcji soli tetrazolowej (MTT), okreslajacy aktywnos$¢ me-
taboliczng komorek.

Przygotowanie préb do badan

CeO,-NM charakteryzowano pod katem wielkosci i rozkladu wiel-
kosci czastek w roztworze wyjsciowym (zawiesina wodna dostarczona
przez producenta) oraz w pozywce do hodowli komoérek na podstawie
analizy $ledzenia nanoczastek NTA (Nanoparticle Tracking Analysis)
z wykorzystaniem analizatora LM 10 Series (NanoSight, UK). Badania
wykonywano w Instytucie Chemii i Techniki Jqdrowej w Warszawie.

Roztwér wyjsciowy sonifikowano (420 J/em®, w lodzie) (Sonica O
700, Osonica LLC, USA), a nastgpnie bezposrednio przed doswiadcze-
niem sporzadzano roztwory robocze CeO,-NM w pozywkach odpo-

wiednich dla danej linii komdrkowej pozbawionych surowicy. Roztwo-
ry przed podaniem na komorki mieszano (vortex) przez 2 min.

Ocena cytotoksycznosci

Oceng cytotoksycznos$ci przeprowadzono zgodnie z protokotami test
NRU wg [INVITTOX: nr 64] i test MTT wg [INVITTOX: nr 17]. Ko-
moérki adherowano w 96-dotkowych mikroptytkach (10 tys. komoérek
w dotku), po czym narazano przez 24 h na rézne st¢zenia CeO,-NM
(9 powtorzen). Zakres stgzen wynosit 5+200 ug/cms. Po ekspozycji
usuwano roztwory CeO,-NM znad komorek, komorki ptukano czystym
medium i wykonywano testy cytotoksycznosci.

W tescie NRU komorki inkubowano przez 3 h w roztworze czerwie-
ni obojetnej w medium hodowlanym (50 ug/cmS), po czym usuwano
barwnik znad komorek. Nastepnie, za pomoca mieszaniny elucyjnej
(50% etanolu, 49% wody destylowanej, 1% lodowatego kwasu octowe-
g0) niszczono btony komoérkowe, uwalniajac zgromadzony w zywych
komorkach barwnik, ktorego st¢zenie oznaczano kolorymetrycznie na
czytniku do mikroptytek SYNERGY 2 (BioTek Instruments, Inc.), przy
dhugosci fali 540/450 nm, po wytrzasnigciu plytek przed pomiarem
przez 2 min.

W tescie MTT komorki inkubowano przez 3 h w roztworze soli tetra-
zolowej MTT (0,5 mg/cm”). Po usunieciu barwnika, za pomoca DMSO
(DiMethyl SulfOxide) niszczono blony komoérkowe oraz rozpuszcza-
no wytracony w wyniku zachodzacej w mitochondriach reakcji enzy-
matycznej formazan, ktorego st¢zenie oznaczano kolorymetrycznie
(570/630 nm, SYNERGY 2). Do standardowej procedury obu testow
wprowadzono dodatkowe kroki majace na celu ograniczenie optycznej
interferencji nanoczastek polegajace na przenoszeniu nadsaczu znad
komorek do czystych mikroptytek przed pomiarem absorbancji.

Przezywalnosé komorek eksponowanych na CeO,-NM (procent zy-
wych komoérek w pordwnaniu z kontrola, ktora stanowilty komorki in-
kubowane w medium odzywczym) obliczano na podstawie pomiar6w
absorbancji a nastgpnie wyliczano stgzenie ograniczajace zywotnosé
komorek o 50% w poréwnaniu z kontrola /Cs, (Inhibitory Concentra-
tion). Warto$ci ICs, obliczano stosujac program komputerowy GEN 5
wykorzystujacy interpolacje krzywymi (logistyka czteroparametrowa)
(BioTek Instruments, Inc.). Istotnos¢ statystyczna réznic migdzy warto-
sciami ICs, oceniano testem ¢-Studenta przy p <0,05. Badania cytotok-
sycznoséci wykonywano co najmniej trzykrotnie.

Wyniki

Analiza NTA wykazata, ze roztwor wyjsciowy (zawiesina wodna
Ce0,-NM) zawierat czastki o $redniej wielkosci 100 + 43 nm (mediana
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Rys. 1. Wplyw tlenku ceru (CeO,< 25 nm) na zywotno$¢ komorek CHO oraz ko-

morek A549 oceniang testem NRU i testem MTT. Za 100% przyjeto stopien pochia-

niania czerwieni obojetnej i stopien redukcji MTT w probach kontrolnych. Kazdy

punkt reprezentuje Sredniq i odchylenie standardowe z 27 pomiarow w 3 niezaleznych
eksperymentach
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=53 nm; 50% < 114 nm). Pozywka powodowata jednak agregacjg cza-
stek CeO,-NM do wielkosci 300 nm (SD = 70), dodatkowo obserwowa-
no wysoka sedymentacj¢ czastek.

Narazanie komérek CHO oraz A549 na CeO,-NM powodowato za-
lezny od stezenia spadek ich przezywalnosci ocenianej na podstawie obu
testow (Rys. 1). Krzywe zalezno$ci dawka — efekt wyznaczone w tescie
MTT, jak réwniez w tescie NRU maja podobny przebieg w przypadku
obu linii komérkowych. Wskazuja, ze CeO,-NM powodowatl zarow-
no zmiany w przepuszczalnosci blon komorkowych, jak i zaburzenia
aktywnos$ci metabolicznej mitochondriéw. Roznice w odpowiedzi ko-
morkowej byly widoczne, ale nie r6znily sig istotnie statystycznie (brak
istotnych statystycznie réznic migdzy wartosciami /Cs;) (Rys. 2).
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Rys. 2. Poréwnanie dziatania cytotoksycznego nanoczastek tlenku ceru (CeO, < 25 nm) na

komorki CHO oraz A549 na podstawie wartosci ICs, wyznaczonych w testach MTT i NRU.

Kazdy stupek reprezentuje wartosé¢ Sredniq ICs) += SD z co najmniej trzech niezaleznych
eksperymentéw. *) p < 0,05

Dyskusja i wnioski

Dane dotyczace cytotoksycznego dziatania nanoczastek tlenku ceru
sa bardzo kontrowersyjne. Przyczyna niespdjnych wynikow jest praw-
dopodobnie duza liczba parametrow, ktore moga mie¢ wptyw na tok-
syczno$¢ nanoczastek. Podstawowym problemem jest charakterystyka
nanomaterialow oraz ich interferencja z metodami badawczymi [Stone
iin., 2009].

W prezentowanej pracy badano nanotlenek ceru w postaci zawiesi-
ny wodnej o okreslonej przez producenta nominalnej wielkosci czastek
<25 nm. Analiza NTA wykazata duze réznice w wielkosci i rozkladzie
wielkosci czastek w roztworze wyjsciowym (zawiesina wodna) i w me-
dium hodowlanym, ktére sprzyjato tworzeniu sig agregatow, co sugero-
watoby, ze badano tlenek ceru o wymiarze przekraczajacym skalg nano,
rozumiang jako zakres 1+100 nm. Nadmieni¢ nalezy, ze definicja na-
nomateriatu wg Komisji Europejskiej [OECD, 2011] obejmuje roéwniez
agregaty i aglomeraty. Poza tym istnieja dane $wiadczace o tym, ze me-
tody wyznaczajace srednicg hydrodynamiczna czastek maja ogranicze-
nia. W obecnos$ci agregatow daja skriningowy obraz rozktadu wielkosci
czastek, w ktorym gubiq sie czastki mniejsze (nawet do 90%), dlatego
tez w analizie nalezy zaktada¢ ich obecnos¢ i wplyw na toksycznosc
[Filipe i in., 2010].

Pomimo niestabilnoséci zawiesiny i obecnosci agregatow, otrzyma-
no zblizone wartosci dawek cytotoksycznych wyznaczonych obiema
metodami na obu liniach komoérkowych. Na powtarzalno$¢ wynikow
miaty wptyw m.in. zastosowane adaptacje testow. W przypadku odczy-
tow absorbancji bezposrednio na mikroptytkach z narazanymi komor-
kami otrzymywano wielokrotnie wyzsze warto$ci /Cs, lub tez nie uzy-
skiwano cytotoksycznego dziatania w badanym zakresie stezen (dane
nie umieszczone). Réznice pomigdzy warto$ciami /Cs, wyznaczonymi
w testach MTT i NRU sa na tyle nieistotne, ze §wiadcza raczej o r6z-
nej czulosei testow, niz wskazuja na mechanizm dziatania CeO,-NM.
Nie mozna jednak wykluczy¢, ze CeO,-NM w pierwszej kolejnosci
powoduje zaburzenia metabolizmu komorkowego, a nastgpnie zmiany
przepuszczalnosci i destrukcje bton komorkowych. Wnioski wymagaja
potwierdzenia w dalszych badaniach.

Wyznaczone dawki cytotoksyczne mieécity si¢ w niskim przedziale
stezen (30+200 ug/cm3) i chociaz nie moga by¢ wprost ekstrapolowane

do narazenia w warunkach in vivo, to wskazuja, ze CeO,-NM moze
stanowi¢ zagrozenie dla organizméw.

Podsumowanie

Nanoczastki tlenku ceru wykazuja dziatanie cytotoksyczne. Moga
powodowac zaburzenia metabolizmu komorkowego i zmiany w prze-
puszczalnosci bton komdrkowych. Z uwagi na szerokie zastosowanie
i mozliwos$¢ emisji do Srodowiska (zwlaszcza §rodowiska pracy, gdzie
moze wystgpowac narazenie na wysokie st¢zenia przez dhugi czas) ist-
nieje pilna potrzeba poszerzonych badan toksykologicznych nanocza-
stek tlenku ceru.
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