potravinarstvo
CADMIUM AS AN ENDOCRINE DISRUPTOR IN THE MODEL SYSTEM
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ABSTRACT

Heavy metals are in fact one of the oldest environmental problems, which are widely distributed in the environment.
Cadmium is an environmental risk factor having various toxic effects both in animals and in human. Currently, it is a highly
discussed topic, because effects of cadmium significantly influence the reproductive system, which can be strongly reflected
in the process of steroidogenesis and spermatogenesis. Target of this study was to determine the effects of Cd** on
steroidogenesis in adrenocarcinoma cells isolated from the cell line H295R. This study examined the changes of cadmium
as a potential endocrine disruptor on steroid hormone production — testosterone (T) and progesterone (P). Hormone
production was determined after Cd exposure (1.9; 3.9; 7.8; 15.6; 31.2; 62.5 uM Cd.mlI™) using an ELISA. We compared
the control group (medium without cadmium) with the experimental groups (exposed to different concentrations of CdCl,).
Decreased T production was found in all experimental groups with the addition of cadmium. In the groups A 2.21+0.87%,
B 2.65+1.37%, C 4.10+1.78% were released similar amounts of T. In these groups a significant reduction (P<0.01)
compared with the control group was found. Experimental Cd®* administration at dose 7.8 uM Cd.ml™ decreased
significantly (P<0.05) T production. Progesterone decreased in all experimental groups compared with the control group.
The lowest P concentration was detected in the experimental group A 2.49+0.90% (P<0.01). Our results show the direct
effect of Cd** on the production of sex hormones by adrenocarcinoma cells. All chosen concentrations of cadmium
inhibited hormone production. Probably, low concentrations of T and P affect their metabolites, whose production is

conditioned by steroid enzymes. Results of this study confirm the effect of Cd®* as possible endocrine disruptor.
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UvVoD

Tazké kovy sa dostavajii do vietkych zloziek Zivotného
prostredia  prevazne  antropogénnou  Cinnostou.
Rozsiahlou industrializaciou a environmentalnym

znecistenim sa zvySuju ich koncentracie v atmosfére.
Dolezité je si uvedomit, ze niektoré tazké kovy su
vysoko toxické, iné su nenahraditelné pre organizmus
(Kolesarova et al., 2009a). Esencialne kovy su potrebné
v biotickych systémoch pri regulacii fyziologickych
a biochemickych procesov (Navratil a Rohovec, 2006).
Na druhej strane ich nebezpecenstvo spociva okrem
akutnych  intoxikacii,  predovSetkym v ukladani
a akumulécii v organizme cez potravovy retazec
(Kolesarova et al., 2009a). Uz minimalne zmeny ich
koncentracii vedu k vyraznému naruSeniu funkénosti
tkaniva, resp. bunky alebo postupne poskodzuju
jednotlivé  organové systémy aZz nakoniec cely
organizmus. Velmi senzitivnym barometrom ucinkov
roznych toxikantov je prave reprodukény systém.
Environmentalne  kontaminanty — maji  potencial
sposobovat’ reprodukéné poruchy, ktoré sa vyrazne
odzrkadluj v steroidogenéze  (Sanderson, 2006)
i spermatogenéze.  Pokrok v oblasti  reprodukénej
biolégie a Vv biotechnologiach je  podmieneny
poznatkami, ktoré sa tykaju regulatorov reprodukénych
funkcii (Kolesarova et al., 2008b). NajvykonnejSimi
regulatormi dlhodobych fyziologickych zmien, vratane
reprodukcie, rastu a vyvinu st hormény a latky s nimi
spojené, ktoré su lahko nachylné k poskodeniu. Po
expozicii tazkymi kovmi mézu priamo ovplyvilovat
produkciu  horménov  prostrednictvom  interakcii
S prisluSnymi enzymami, zasahovat' do ich transportu
k cielovym organom, menit' prirodzeny metabolizmus
horménov alebo inhibovat funkciu regula¢nych
proteinov steroidogenézy (StAR - Steroidogenic Acute
Regulatory) (Sanderson a Berg, 2003). K takymto

endokrinnym disruptorom, ktoré tlmia, resp. znizuju syntézu
steroidov in vitro patri okrem ortute aj kadmium ako
vyrazny reprodukény toxikant. V sucasnosti sa mu venuje
mimoriadna  pozornost, nakolko  zivé  organizmy
nedisponuji  homeostatickym mechanizmom, ktory by
reguloval jeho koncentraciu v tkanivach. Z tohto dévodu sa
zarad'uje medzi abiogénny prvok, ktory sa kumuluje
v organoch organizmov, ¢o je nebezpecné z hl'adiska jeho
toxicity.

Pre stadium vplyvu roznych xenobiotik na produkciu
steroidnych horménov sa v in vitro experimentoch pouZzivaja
rozne primarne kultury, bunkové suspenzie a linie ako
modelové systémy. Na Specifikaciu a detekciu toxického
ucinku nami sledovaného tazkého kovu sme pouzili vel'mi
stabilnl bunkov liniu H295R, resp. bunky embryonalneho
adrenadlneho karcinomu. Zaroven sluzia ako nastroj pre
sledovanie uc¢inkov moznych endokrinnych disruptorov.
Bunkova linia disponuje kompletnou sadou steroidnych
enzymov, ¢im nadobtida velmi podobné fyziologické
vlastnosti ako nediferencovana kora nadobli¢iek l'udského
plodu (Gazdar et al., 1990; Staels et al., 1993). Produkuje
hormény zo vSetkych troch zén kéry nadoblidiek, t.].
mineralokortikoidy (aldosteron), glukorotikoidy (kortizol)
a pohlavné hormoény (obrazok 1) (Harvey a Everett, 2003).
Vdaka svojim vlastnostiam umoznuje linia H295R merat’
zmeny V génovej expresii, ale zarovenl stanovit alterdcie
Vv produkecii steroidnych horménov prostrednictvom rovnake;j
bunkovej kultary (Hilscherova et al., 2004, Gracia et al.,
2006).

V stvislosti s tymito spominanymi skuto¢nostami bolo
cielom nasich in vitro experimentov zistit' vplyv tazkého
kovu na steroidogenézu bunkovej linie H295R.
V detailnejSej analyze sme skimali davkovo-zavislé zmeny
kadmia ako potencidlneho endokrinného disruptora na
produkciu steroidnych hormoénov - testosterénu (T)
a progesteronu (P) adrenokarcindémovych buniek.
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MATERIAL A METODY

Biologicky material

V experimente bola pouzitd l'udska bunkova linia
adrenokarcindmovych buniek H295R ziskand z ATCC
(American Type Culture Collections, Manassas, VA,
USA), ktora bola zmrazena a uskladnena v tekutom
dusiku (-196 °C) do vykonania analyz. Pred samotnym
experimentom boli bunky ztejto linie rozmrazené,
vyizolované, kultivované podla protokolu Hilscherova
et al. (2004) a pasazované podl'a Heckera et al. (2006).
Po dosiahnuti pozadovaného poc¢tu bunkovych suspenzii
sme nariedili vysledni koncentraciu, t.j. 200 000-
300 000 buniek.ml™. Adrenokarcindmové bunky sa
nasledne nechali kultivovat’ v CO, inkubatore (37 °C,
vlhkej atmosfére 95 %, 5 % CO,) po dobu 24h, aby doslo
kich opdtovnému prisadnutiu na dno kultivaénych
platni¢iek. Po inkubacii sa povodné kultivaéné médium
odstranilo a vymenilo za nové. Na stanovenie
ucinku kadmia (CdCl,, Sigma-Aldrich, St.Louis, USA)
sa pred inkubaciou navazil; rozpustil v kultivanom
médiu a zriedil na nami pozadované koncentracie (1,9;
3,9; 7,8; 15,6; 31,2; 62,5 uM Cd.ml™). Nariedeni roztok
sa pridal kbunkdm v 96-jamkovych mikrotitraénych
platnickach (MTP, Grainer, Germany), ktoré presli 48-
hodinovou kultivaciou v CO, inkubatore (37 °C, vlhkej
atmosfére 95 % a5 % CO,). Po inkubacii sme objem
z kazdej kultivacnej platnicky jemne aspirovali pipetou.
Alikvotnt ¢ast’ kultivaéného média sme centrifugovali
(2000 otacok.min.™, 10 minut, pri teplote 4 °C) a ziskany
supernatant zmrazili (-20 °C) az do doby determinacie
hormonov.

Stanovenie steroidnych horménov

Kvantifikaciu testosteronu a progesteronu sme
prevadzali priamo z alikvotného mnozstva kultivaéného
média  pomocou  enzymoimunoanalyzy  (ELISA)
pouzitim  komerénej supravy  (Enzyme  Linked
Immunosorbent Assay, Dialab GmbH -
progesteron/testosteron,  Austria) podla  inStrukcii
vyrobcu. Princip tejto kolorimetrickej metédy spociva
vreakcii  antigénu  (testosteronu,  progesteronu)
obsiahnutého vo vzorke, ktory superi s konjugatom
(HRP-testosteron/HRP-progesteron) o limitované miesto
naviazanim na prislusni $pecificktl protilatku (anti-
testosteron IgG/anti-progesteron IgG), ktorou s pokryté
96-jamkové mikrotitratné platne (MTP, Grainer,
Germany). Po hodinovej inkubacii (37 °C, vlhkej
atmosfére 95 % a5 % CO,) sa prebytoény konjugat
separoval premytim. Nasledne sa pridal zakladny
substrat  (H,0,. TMB  0,25g.1%). Po  uplynuti
pozadovan¢ho casu pre maximalne zafarbenie sa
enzymatickd reakcia ukonéila zastavovacim roztok
(kyselina sirova 0,15 mol.I'") a odgitala sa absorbancia.
Koncentraciu horménov vo vzorke sme vypocitali na
zéklade optickej denzity kalibratorov. Intenzita
zafarbenia bola nepriamo tmerna koncentracii antigénu
vo  vzorke.  Absorbancia  sa  determinovala
spektrofotometricky pri vlnovej dizke 450 nm podla
referencii na mikroplatnickovom snimaci ELISA Reader
(Anthos MultiRead 400, Austria).

Statisticka analyza

Dosiahnuté  vysledky boli spracované pocitacovym
Statistickym programom GraphPad Prism 3.02 (GraphPad
Software Incorporated, San Diego California, USA).
Vypocitali sme zakladné Statistické ukazovatele (aritmeticky
priemer, minimalnu a maximalnu hodnotu, smerodajnu
odchylku a variacny koeficient). Signifikantnost' rozdielov
medzi kontrolou a experimentalnymi skupinami bola zistena
parovym t-testom na tGrovniach S$tatistickej vyznamnosti
P<0,05; P<0,01 a P<0,001.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Progestagény (progesterén), androgény (androstendion,
testosteron) a estrogény (estradiol, estron, estriol) sh
najdolezitejSie steroidné hormony z hl'adiska reprodukéného
syst¢tmu (Edqvist a Forsberg, 1997), ktoré vplyvaju na
proces spermatogenézy samcov folikulogenézy, oogenézy
a luteogenézy samic.

V praci sme sledovali najvyznamnejSich zastupcov
steroidnych hormonov, t.j testosteron (T) a progesteron (P).
Mechanizmus ich U€inkov je odliSny v porovnani
S peptidovymi horménmi, pricom je zavisly na roznych
vnutrobunkovych receptoroch. Syntetizované st za pomoci
sérii chemickych reakcii vyuzivajlcich cholesterol ako
primarny prekurzor (Miller a Tyrell, 1995), pricom jeho
zasoby su klicové pre spravnu steroidogenézu. Malé
mnozstvo cholesterolu je tvorené priamo pomocou syntézy
de novo zacetatu (Fail et al., 1994). Viacstupiiovym
enzymatickym odStiepenim jeho bocného retazca sa
konvertuje na pregnenolén pomocou mitochondridlneho
enzymu (dezmolaza), ktory je kodovany génom CYPI11A a
3B-hydroxysteroidodehydrogenazy (3B-HSD) na
progesteron. Pri syntéze druhého hormoénu (T) sa vyuziva
gén CYP17, ktory je lokalizovany v hladkom
endoplazmatickom retikule. Je potrebny pre vznik DHEA
(dehydroepiandrosteronu), ktory sa meni na androstendion
uvolnovany korou nadobli¢iek. Transformacia
androstendionu na hlavny androgén - testosterén
prebehne za tGcasti 17B-HSD (Heikkild et al., 2002,
Hilscherova et al., 2004) (obrazok 1).
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Obrazok 1 Schéma procesu syntézy steroidnych

horménov Vv troch zénach nadoblic¢iek (Hilscherova et al.,
2004).
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V stcasnosti sa zvySuje zaujem o problematiku tazkych
kovov ako endokrinnych disruptorov v reprodukénom
syst¢éme. Vysledky naSich experimentov prinasaja
poznatky o G¢inku kadmia (CdCly) za pouzitia jeho
roznych davok natvorbu steroidnych horménov
adrenokarcinémovych buniek. Pouzité bunky pochadzaju
z vel'mi stabilnej linie H295R, ktord je derivovana z
invazivneho ludského karcindmu kory nadobliciek
(Gazdar et al., 1990; Staels et al., 1993; Harvey
a Everett, 2003). Obsahuje kompletni sadu klI'ai¢ovych
enzymov (CYPI1A, CYPI11B1, CYP11B2, CYP17,
CYP19, CYP21 a 3B-HSDI1, 3B-HSD2, 17B-HSD1 a
17B-HSD2) potrebnych k steroidogenéze (Sanderson,
2006, Hecker et al., 2007), vd’aka ¢omu je vel'mi dobre
sledovana interferencia xenobiotik v podmienkach in
vitro (Gazdar et al., 1990; Sanderson et al., 2002).
Vysledky sme vyjadrili v percentach kontroly, nakol’ko
sme hladiny horménov sledovali v podmienkach in vitro.
Vzhladom k ziskaniu presnejSich vysledkov sme
povazovali kontrolnti skupinu (K) za 100 %-nu
produkciu testosteréonu i progesteronu.

Vplyv kadmia (CdCl,) na produkciu steroidnych
hormdnov

Velmi rozsirenym  astabilnym  kontaminantom
prostredia je aj kadmium, ktory ma tendenciu sa vo
zvySenej miere akumulovat' v obli¢kach, peceni, ale
predovsetkym v reprodukénych organoch. Indikuje ich
poskodenie s naslednymi zmenami v hladinach enzymov,
¢im ovplyviuje steroidogenézu.

Nadmerny prijem kadmia méze znizit hmotnost’

semennikov, hladinu testosterénu, tvorbu spermii
a sposobit’ histologické zmeny u cicavcov (Massanyi et
al., 2009).

Sledovanim produktov steroidogenézy bunkovej linie
H295R sme zistili priamy vplyv Cd** na mnozstvo
testosteronu, ktory sa tvori predovSetkym u samcov
v Leydigovych bunkach (Massanyi et al., 1999;
Sanderson, 2006), samic v theca interna (Massanyi et
al., 1999), ale v mensej miere aj v zone reticularis kory
nadobli¢iek (Sanderson, 2006). Po aplikacii tohto
tazkého kovu sme zaznamenali rozdiely v syntéze
steroidného hormonu T adrenokarcindmovych buniek

medzi  kontrolou  aexperimentadlnymi  skupinami
(obrazok 2).
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Obrazok 2 Produkcia testosteréonu z bunkovej linie
H295R po 48h expozicii kadmia (CdCl,).

Determinaciou koncentracie testosteronu (M
v kultivaénom médiu sme zistili pokles produkcie tohto
horménu vo vsetkych pokusnych skupinach s pridavkom
kadmia. Priemerné koncentracie testosterénu uvolneného
adrenokarcindbmovymi bunkami po expozicii CdCl,
znazoriiujeme v obrazku 2. V experimentalnych skupinach
A221+0,87%, B 2,65+£1,37% a C 4,10£1,78% sa uvolnili
navzadjom podobné mnozstvd T (tabulka 1), pricom bolo
Unich zistené preukazné znizenie (P<0,01) v porovnani
s hodnotou nameranou Vv kontrolnej skupine 14,02+3,15%.
Pri koncentracii 7,8 pM Cd.ml™ kadmium signifikantne
znizovalo (P<0,05) produkciu T. V pripade skupiny E bola
zaznamenana z pokusnych skupin najvysSia hladina tohto
pohlavného hormoénu 13,31+4,65%. Znizenu produkciu T
v kultivovanych Leydigovych bunkach po expozicii Cd**
pozorovali vo svojich studiach aj Ng a Liu 1990 a Laskey a
Phelps 1991.

Progesteron (P) je hlavaym ovaridlnym horménom
(Arnhold et al., 2009), ktory je detegovany v granul6znych
bunkéch vajecnikov prasnic¢iek (Kolesarova et al., 2009a),
hydiny (Kolesarova et al., 2009b), v ovarialnych folikulov
o$ipanych i hoviddzieho dobytka (Skarzynski et al., 2008)
a v Zltom teliesku (Mahajan, 2008). Meranim koncentracie
progesteronu sme zistili pokles vo vsetkych
experimentalnych  skupinach s pridavkom CdCl, pri
stanovenych koncentraciach (1,9; 3,9; 7,8; 15,6; 31,2; 62,5
uM Cd.ml™) v porovnani s kontrolnou skupinou. U&inok
CdCl, na produkciu P prezentujeme na obrazku 3. Od
koncentracie >15,6 puM Cd.ml" dochadza k vyraznému
poklesu tvorby P. Cd?* v najvyssich koncentraciach, resp.
v pokusnych skupinach A 2,49+0,90% (P<0,01) a B
5,34+1,58% (P<0,05) signifikantne inhiboval produkciu P
adrenokarcinomovymi bunkami (tabulka 1).

Paksy et al. (1992) zistili pokles produkcie progesteronu
Pudskymi folikulovymi bunkami po kultivacii s Cd*" in
vitro, priom az po 24 hodinach dochadzalo k poklesu
produkcie P. Daliia experimentalna praca Paksy et al.
(1999) hodnoti a popisuje zmeny celularnej morfologie
a produkcie progesteronu folikulovymi bunkami Zien po
vystaveni kadmiom. Autori uvadzaji, Ze koncentracia P
mohla byt stimulovana so zvySovanim koncentracii FSH.
Kadmium zniZzovalo tvorbu tohto pohlavného hormoénu
v ovarialnych bunkach bez FSH-stimulacie v zavislosti od
jeho koncentracie a dobe posobenia. FSH (100 ng.cm™)
chranil bunky pred potlatenim produkcie progesteronu Cd?,
ktory ovplyviioval spojenie a prilnavost’ buniek. FSH
nedokazal zabranit morfologickym zmenam vyvolanym
tymto toxikantom. Smida et al. (2004) tiez uvadza pokles
produkcie P v granuléznych bunkach vyizolovanych
z bunkovej linie oSipanych JC-410 po ich kultivacii
s vysokymi koncentraciami kadmia. Vysledky naSej prace
tiez poukazuju na fakt, ze Cd** ako toxikant inhibuje
steroidogenézu adrenokarcinomovych buniek, v désledku
coho dochadza kpoklesu sledovanych hormoénov.
Podobnym pokusom sa zaoberal Massanyi et al. (2000),
ktory sledoval kultivaciu granuldoznych buniek oSipanych s
Cd**. Najvyssie uvolnenie P nastalo v skupine s pridavkom
10 ng Cd.ml™ a v pripade skupiny s pridavkom 20 ng.ml™
CdCl, jeho produkcia poklesla. Okrem oSipanych (Smida et
al., 2004) bola dokdzana inhibicia tvorby P kadmiom
u potkanov (Piasek a Laskey, 1999) ina [ludskych
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ovarialnych granuléznych bunkach, ¢o potvrdzuju stadie
Nampoothiriho a Gupty (2006).
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Obrazok 3 Produkcia progesterénu z bunkovej linie

H295R po 48h expozicii kadmia (CdCl,).

ZAVER

Sledovanim jednotlivych stupiiov steroidogenézy bunkovej
linie H295R sme zistili priamy vplyv kadmia na produkciu
testosteronu a progesteronu adrenokarcindmovych buniek.
Z vyplyvajucich  vysledkov nasej analyzy mozeme
konstatovat,, ze vSetky nami pouzité koncentracie tazkého
kovu posobili inhibiéne na koncentraciu sledovanych
pohlavnych ~ horménov v kultivatnom  médiu.
Pravdepodobne sa v dosledku nizkeho mnozstva T aP
ovplyviyji ich metabolity, ktorych tvorba je podmienena
aktivitou steroidogénnych enzymov. Vysledky
experimentalnej prace zaroven potvrdzujti efekt kadmia ako
mozného endokrinného disruptora.

Tabulka 1 Koncentricie testosterénu a progesterénu po podani kadmia (CdCl,)

Skupina kontrola 1,9 3,9 7,8 15,6 31,2 62,5
K F E D C B A
puM Cd.ml™

T/Cd

X 14,02 9,56 13,31 8,82¢ 4,10° 2,65° 2,218
minimum 9,22 4,03 8,28 4,97 2,13 1,08 1,02
maximum 18,50 14,66 22,24 12,28 7,12 4,88 3,88
S.D. 3,15 4,26 4,65 2,26 1,78 1,37 0,87
CV (%) 22,49 44,51 34,96 25,66 43,37 51,77 39,36
P/Cd

X 26,72 23,99 20,97 22,93 9,85 5,34¢ 2,498
minimum 15,24 11,77 10,89 8,15 4,88 2,44 1,25
maximum 42,88 37,51 35,07 32,53 12,25 6,88 3,88
S.D. 9,68 10,33 9,17 10,60 2,70 1,58 0,90
CV(%) 36,24 43,05 43,71 46,25 27,37 29,55 36,15

T — testosterdn, P - progesteron

X — aritmeticky priemer, S.D. — smerodajna odchylka, CV (%) — varia¢ny koeficient

A P<0,001; ® P<0,01; € P<0,05
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