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Projekt nr |.BO7 pn. Ocena toksycznosa w badaniach in vitro wybranych awigzkéw chermiczinych na starzejgcych sie komérkach




Starzejgce sie komorki sg odpowiedzialne za przemiany obserwowane w starzejgcym sie
organizmie. Komorki ulegajgce starzeniu replikacyjnemu oraz przyspieszonemu, powiekszajg
sie i stajg sie ptaskie. Zmiana ta obserwowana jest zaréwno w przypadku komorek
prawidtowych, np. ludzkich komodrek miesni gtadkich, fibroblastow, jak i komorek
nowotworowych (Alster i Korwek, 2014). Nastepujg réwniez zmiany w strukturze jadra
komérkowego, w ekspresji gendw, przemianach biatkowych i metabolizmie, zmienia sie takze
odporno$¢ na apoptoze (Correia-Melo i wsp., 2014). Starzeniu towarzyszy takze wzrost
Ziarnistosci komorek. Zwigzane jest to prawdopodobnie ze wzrostem masy lizosoméw w
komérkach, ktére ulegty starzeniu (Lee i wsp., 2006).

Wyrazem starzenia sie komérek diploidalnych jest ich ograniczony czas przezywania.
Jesli komorki zuzyjg cze$¢ swojego potencijatu rozrodczego in vivo, to odbije sie to na liczbie
podwojen populacji, ktére sg w stanie uzyskac in vitro.

Stwierdzono, ze fibroblasty pochodzgce od chorych na choroby powodujgce
przyspieszone starzenie sie organizmu (progerie, zespot Wernera lub zespét Cockayne’a)
proliferujg (zdolno$¢ namnazania komérek) w hodowli krécej niz fibroblasty dobranych pod
wzgledem wieku kalendarzowego i ptci oséb zdrowych (Kawiak, 1998). Wiadomo réowniez, ze
liczba podwojen populacji, ktérg mogg osiggng¢ komorki diploidalne in vitro jest proporcjonalna
do maksymalnej dtugosci zycia osobnikow gatunku, od ktérego przedstawicieli komorki
pochodzg. Najwiekszg liczbe podwojen populacji w hodowli osiggajg fibroblasty znanych z
diugowiecznosci zotwi z wysp Galapagos (Kawiak, 1998).

Zmiany w komorkach zwigzane ze starzeniem powodujg stopniowe zmniejszenie
aktywnosci komoérki i prowadzg do zmniejszenia potencjalnych mozliwosci reagowania na
czynniki stymulujgce, a jednoczesnie przestajg w nich funkcjonowac¢ procesy naprawcze, co
rzutuje na ich odpowiedz na dziatanie ksenobiotykéw tak in vivo, jak i in vitro.

Wydtuzenie ,dalszego trwania zycia” osob w wieku 65 lat oraz okresu aktywnosci
zawodowej pracownikow spowodowato pilng potrzebe uzupetnienia i poszerzenia badan
wykonywanych na modelach, w ktérych zachodzg zmiany typowe dla procesu starzenia sie.
Ich wyniki bedg wykorzystane w opracowywaniu narzedzi stuzacych zapewnieniu
bezpiecznych warunkéw pracy réwniez pracownikom w wieku uwazanym do tej pory za
poprodukcyjny.

Ocena wptywu wybranych rozpuszczalnikow organicznych, zwigzkéw skali nano i
biopaliw na starzejgce sie linie komdrkowe byta przedmiotem badan w ramach projektu [.P.07
realizowanego w CIOP-PIB w latach 2014-2016.

Badania wykonano na dwdch starzejgcych sie liniach komoérkowych zakupionych w
Amerykanskiej Kolekcji Kultur Typowych: linii diploidalnych fibroblastéw ptucnych CCD-8Lu
(ATCC® CCL-201™) oraz linii diploidalnych fibroblastow skérnych CCD-1136Sk (ATCC® CRL-
2697™),

Do oceny cytotoksycznego dziatania badanych zwigzkow wybrano test redukcji bromku
3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ylo)-2,5-difenylotetrazolu w mitochondriach do okres$lania aktywnosci
metabolicznej komérek (test MTT) oraz test pochfaniania czerwieni obojetnej do oceny
integralnosci bton komoérkowych (test NRU).



Badajgc wptyw rozpuszczalnikéw organicznych komérki narazano na aceton (CAS 67-
64-1); 2-propanol (CAS 67-63-0); 2-metoksyetanol (CAS 109-86-4); 2-etoksyetanol (CAS 110-
80-5); 1,4-dioksan (CAS 123-91-1) lub tetrahydrofuran (CAS 109-99-9). Zastosowano
narazenie trwajgce 24 h.

Badania na linii CCD-8Lu (ATCC® CCL-201™) wykonywano w zakresie pasazy 14 +
23. Poroéwnujgc wartosci ICso uzyskane dla badanych ksenobiotykéw stwierdzono, ze sposrod
badanych rozpuszczalnikéw najbardziej toksyczny dla komérek linii CCD-8Lu byt 2-
etoksyetanol, natomiast najmniej toksyczny okazat sie aceton, na ktérego cytotoksyczne
dziatanie oceniane testem MTT komorki starsze (pasaz 23) staty sie mniej wrazliwe niz
komoérki pasazy wczesniejszych (pasaz 14, 17 i 20). Podobng tendencje zaobserwowano
takze dla tetrahydrofuranu, zaréwno w tescie MTT, jak i NRU (ryc. A), chociaz zmiany w tescie
NRU nie okazaty sie istotne statystycznie. Statystycznie istotne réznice miedzy zywotnoscig
komorek pasazy starszych (20 i 23) i mtodszych (14 i 17) w tescie MTT stwierdzono przy
narazeniu na 2-propanol przy stezeniu zwigzku wynoszgcym 35 mg/ml oraz przy narazeniu na
dwa najnizsze stezenia 2-etoksyetanolu: 5 oraz 20 mg/ml (komorki starsze byty mniej wrazliwe
na dziatanie badanego rozpuszczalnika). Zjawisko mniejszej wrazliwosci komérek starszych
na dziatanie rozpuszczalnika organicznego zaobserwowano takze w tescie NRU przy
narazeniu fibroblastow CCD-8Lu na 2-propanol oraz 1,4-dioksan w stezeniach 35 i 50 mg/ml,
a takze 2-metoksyetanol w zakresie stezen 35 + 70 mg/ml.

Badania wptywu rozpuszczalnikdw organicznych na komorki linii CCD-1136Sk (ATCC®
CRL-2697™) prowadzono na pasazach od 4 do 21. Podobnie jak w stosunku do fibroblastéw
ptucnych takze w przypadku tej linii komdrkowej najmniej toksyczny okazat sie aceton, a
najbardziej toksyczny 2-etoksyetanol. Jednoczesnie stwierdzono, ze starsze fibroblasty
skorne (pasaz nr 16 i 21) okazaly sie z kolei bardziej wrazliwe (odwrotnie niz fibroblasty ptucne)
na cytotoksyczne dziatanie badanych rozpuszczalnikéw (ryc. B), chociaz nie przy wszystkich
stezeniach badanych zwigzkéw. Rdznice te zaobserwowano zaréwno w tescie MTT, jak i
NRU.
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Ryc. A. Wptyw tetrahydrofuranu na zywotno$¢ komoérek CCD-
8Lu (ATCC® CCL-201™) oceniang testem MTT.
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Ryc. B. Wptyw acetonu na zywotnos¢ komérek CCD-1136Sk
(ATCC® CRL-2697™) oceniang testem MTT
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W badaniach zwigzkéw skali nano zostata oceniona cytotoksycznos¢ srebra w postaci
nanoczastek wielkosci 10 nm, tlenku ceru(lV) w postaci nanoproszku o wielkosci czgstek < 25
nm, tlenku cynku(ll) w postaci nanoproszku o wielkosci czagstek < 50 nm oraz poréwnawczo
tlenku cynku(ll) o wielkosci czgstek < 5 um.

Ocene wrazliwosci starzejgcych sie komérek linii CCD-1136Sk (ATCC® CRL-2697™)
na cytotoksyczne dziatanie badanych zwigzkéw chemicznych prowadzono na pasazach 6 +
31, natomiast na linii fibroblastéw ptucnych CCD-8Lu (ATCC® CCL-201™) poréwnano
cytotoksyczne dziatanie badanych zwigzkéw na komérkach pasazy nr 11 + 22.

Poréwnujgc wartosci ICso wyznaczone dla badanych zwigzkéw na komdrkach obu linii
komérkowych stwierdzono, Ze najsilniejsze dziatanie cytotoksyczne wykazywato srebro o
wielkosci czgstek 10 nm, natomiast najstabiej dziatat tlenek ceru(lV) o wielkosci czastek < 25
nm.

Wartosci 1Cso wyznaczone dla srebra o wielkosci czgstek 10 nm w badaniach na
kolejnych pasazach komérek CCD-1136Sk wahaty sie w zakresie 38 + 59 yM w tescie MTT
oraz 73 + 94 pM w tesScie NRU, jednakze nie zaobserwowano wyraznego trendu
wzrastajgcego/malejgcego wynikajgcego ze starzenia sie komorek. Wartosci te na komorkach
CCD-8Lu wynosity od 54 do 65 uM w tescie MTT oraz od 85 do 94 uM w tescie NRU.

Wartosci 1Cso dla nanotlenku cynku wyznaczone na komoérkach CCD-1136Sk
oscylowaty w zakresie od 1384 uM dla pasazu nr 6 do 290 uM dla pasazu nr 31 oraz od 1687
MM dla pasazu nr 6 do 539 uM dla pasazu nr 28, odpowiednio w tescie MTT i NRU. Na
badanych pasazach komérek CCD-8Lu wartosci ICso dla nanotlenku cynku wyznaczono w
zakresie 503 + 766 uM oraz 577 + 798 uM, odpowiednio w tescie MTT i NRU.

Jednoczesnie stwierdzono, ze dwa ostatnie pasaze komérek CCD-1136Sk (pasaz 28 i
31) okazaly sie bardziej wrazliwe na dziatanie nanotlenku cynku(ll) niz pasaze wczesniejsze.
Byto to wyrazniej widoczne w tescie MTT niz tescie NRU, w ktdérym obserwowano wiekszg
zmiennos¢ wartosci ICsg oznaczanych w poszczegdlnych pasazach.

Analizujgc przebieg krzywych zaleznosci zywotnosci komérek od stezenia badanego
zwigzku dla kolejnych pasazy fibroblastéw CCD-1136Sk w tedcie MTT stwierdzono
zwiekszong wrazliwos¢ dalszych pasazy komorek (nr 28 i 31), (Ryc. C), przy narazeniu
komorek na tlenek cynku(ll) o wielkosci czgstek < 50 nm w stezeniu 50 pg/ml. Jednoczes$nie
komorki najmtodszego pasazu (nr 6) byly statystycznie istotnie najmniej wrazliwe na badany
zwigzek o stezeniu 100 pg/ml. Podobng prawidtowos$¢ zaobserwowano réwniez w te$cie NRU,
chociaz nie dotyczyta ona najstarszego pasazu komérek (nr 31). Zmian takich nie stwierdzono
przy narazeniu fibroblastéw skoérnych na srebro metaliczne o wielkosci czgstek 10 nm.

Tlenek cynku(ll) o wielkosci czgstek < 50 nm wykazywat stabsze dziatanie
cytotoksyczne na komoérki fibroblastéw skoéry oraz ptuc niz ten sam zwigzek o wielkosci
czgstek <5 pym. Zjawisko to obserwowano zaréwno w tescie MTT (Ryc. D), jak i NRU.

Tlenek ceru(lV) wykazywat bardzo niskg cytotoksycznosé zaréwno dla komorek CCD-
1136Sk, jak i CCD-8Lu i w badaniach nie uzyskano obnizenia zywotnosci komérek o 50%.
Rowniez w miare postepujgcego procesu starzenia sie komorki obu linii nie wykazywaty
wiekszej wrazliwosci na dziatanie CeO, w stopniu, ktéry umozliwiatby wyznaczenie
rzeczywistej wartosci I1Cso.



CIOP A/PIB

Ryc. C. Wptyw tlenku cynku o wielkosci czastek < 50 nm na
zywotno$é komérek CCD-1136Sk (ATCC® CRL-2697™) oceniang
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Ryc. D. Wartosci IC;, wyznaczone dla tlenku cynku(ll) o wielkosci
czastek < 50 nm oraz < 5 um na kolejnych pasazach komaérek CCD-
1136Sk (ATCC® CRL-2697™) w tescie MTT.
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Przy ocenie dziatania biopaliw na starzejgce sie komoérki do badan zastosowano cztery
biopaliwa — trzy produkty Il generacji otrzymane w procesie transestryfikacji ttuszczow
odpadowych, takich jak: przeterminowany olej rzepakowy (BP |), odpadowy ttuszcz zwierzecy
(BP 1), roslinny olej posmazalniczy (BP lll) oraz jeden produkt transestryfikacji surowego oleju
rzepakowego (BP 1V). Badania wptywu biopaliw na komérki linit CCD-1136Sk prowadzono na
pasazach 8 + 23, natomiast na komoérkach CCD-8Lu na pasazach 15 + 26. Komérki narazano
na frakcje biopaliw rozpuszczalng w wodzie, otrzymang przez wytrzgsanie kazdego z biopaliw
z medium hodowlanym wiasciwym dla dane;j linii komérkowej w stosunku 3:1 (v/v) przez 18 h
(zgodnie z metoda opisang przez Chou i wsp., 2003).

Poréwnujgc wartosci 1Csp wyznaczone dla badanych zwigzkéw na komoérkach CCD-
1136Sk stwierdzono, ze najsilniejsze dziatanie cytotoksyczne wykazywato biopaliwo BP I,
natomiast najstabiej dziatato biopaliwo BP IV (ryc. E). Prawidtowos¢ takg zaobserwowano
zarowno w tescie MTT, jak i NRU. Badane biopaliwa dziataty w podobny sposéb na komorki
CCD-8Lu.

Toksyczno$¢ badanych biopaliw okreslona na podstawie uzyskanych wartosci 1Cso byla
odzwierciedleniem zawartosci w nich estrow kwaséw tluszczowych (EK): najwigksze stezenia
tych zwigzkéw oznaczono z wykorzystaniem sprzezonych technik chromatografii gazowej z
detekcjg spektrometrii mas w biopaliwie BP Il, czyli w biopaliwie z ttuszczu zwierzecego.
Stezenie estrow kwasow ttuszczowych w biopaliwie | byto 0 27%, w biopaliwie 1ll o 30%, a
biopaliwie IV 0 22% mniejsze w stosunku do biopaliwa Il.

Wartosci ICso wyznaczone dla BPI w badaniach na kolejnych pasazach komorek CCD-
1136Sk wahaty sie w zakresie 2,81 + 12,52% w tes$cie MTT oraz w zakresie 2,95 + 9,56% w
tescie NRU, dla BPII byt to zakres 1,00 + 3,80% w tescie MTT oraz 0,91 + 2,80% w tescie
NRU. Dla BPIIl wartosci ICso wyznaczone na kolejnych pasazach komérek CCD-1136Sk w
testach MTT i NRU wynosity odpowiednio: 0 + 5,06% i 0 + 3,82%, natomiast dla BPIV 10,08 +
26,51% oraz 5,76 + 18,01%. Komorki CCD-8Lu wykazywaty poréwnywalng wrazliwos¢é na
cytotoksyczne dziatanie badanych biopaliw.

Komorki CC-1136Sk weczesnych pasazy (8 i 13) charakteryzowaty sie wiekszg odpornoscig na
cytotoksyczne dziatanie badanych biopaliw, co bytlo szczegdlnie widoczne w Srodkowym
zakresie stosowanych stezen ksenobiotykdéw. Poczgwszy od pasazu nr 17 wystepowato
zjawisko zwiekszonej wrazliwosci komoérek CCD-1136Sk na dziatanie badanych biopaliw.
Wyrazne zwiekszenie wrazliwosci starszych pasazy komérkowych zaobserwowoano przy
narazeniu komoérek na BPI i BPII (Ryc. F) i BPIII.

Tendencje wzrostu wrazliwosci komorek na dziatanie badanych biopaliw || generacji w
miare ich starzenia sie zaobserwowano réwniez w przypadku narazenia komorek CCD-8Lu na
BPI, BPIIl i BPIV.
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Ryc. E. Poréwnanie wartosci IC;, badanych biopaliw wyznaczonych na
podstawie testu MTT w badaniach na kolejnych pasazach komérek
CCD-1136Sk (ATCC® CRL-2697™)
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Ryc. F. Wptyw BP Il na zywotno$¢ komérek CCD-1136Sk (ATCC® CRL-
. 2697™) oceniang testem NRU
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Analiza przebiegu krzywych zaleznosci zywotnosci komoérek CCD-8Lu od stezenia
biopaliwa BPIlI ocenianej testem MTT wskazuje natomiast, iz fibroblasty ptucne w miare
starzenia sie mogg takze stawac sie mniej wrazliwe (zjawisko odwrotne niz w przypadku

fibroblastéw pochodzenia skdrnego), co miato miejsce przy narazeniu tego typu komoérek na
rozpuszczalniki organiczne (Ryc. G).



Ryc. G. Wptyw BP Il na zywotno$¢ komérek CCD-8Lu (ATCC® CCL-201™)
oceniang testem MTT
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Uzyskane wyniki wskazujg, ze wrazliwo$c¢ starzejgcych sie komorek na cytotoksyczne
dziatanie rozpuszczalnikéw organicznych, zwigzkow skali nano oraz biopaliw moze zmienia¢
sie w miare ich starzenia sie, jednak kierunek tych zmian nie okazat sie jednoznaczny.
Stwierdzono, ze kolejne pasaze diploidalnych Iludzkich fibroblastow mogg reagowaé
odmiennie na cytotoksyczne dziatanie tych samych ksenobiotykéw. Kluczowe znaczenie w
cytotoksycznym dziataniu zwigzkéw chemicznych na mtodsze i starsze pasaze komdrkowe
moze miec¢ stezenie badanego zwigzku.
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